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第1章 序論
1.1 生命分子科学
最近､ ヒ トゲ ノ ム の 解読が ほぼ終了 し ､ ポ ス トゲ ノ ム 時代が 到来した ｡ ヒ トゲ
ノ ム には生命体を構成す るタン パ ク質の 一 次構造に関する情報が含まれて い るが ､
そ の タ ン パ ク質の 高次構造が 形成され て い く過程や ､ そ の 高次構造が発揮す る機
能を明らかに して い く こ とはポ ス トゲ ノ ム 時代にお ける重要な課題 の 一 つ で あるo
本論文の タイトル に掲げた ｢生命分子科学+ は ､ 生命体 の 生きて い る状態を ｢合目
的的に組織化された化 学反応 の 流れ+ と捉え ､ 量子 力学の 基礎方程式を用 い て こ
れ らの 化学反応を三 次元空間で の 原子 の 動き の レ ベ ル ま で解明する こ とによ っ て
生命を理解す ると い う学問領域 で ある . こ の 考 え方に沿i3 て ､ これ まで に ､ Ⅹ 線
結晶解析 に より高次構造が 知られ て い る い く つ か の 生体分子に つ い て ､ 生命体内
で 生起す る種 々 の 化学反応メ カ ニ ズム の研究に携わ っ て きた ｡ すなわち ､
(1)cyto cbro m e P-450に よる薬物分子 の酸化反応[1, 2, 3]
(2)H IV-1プ ロ テ ア ー ゼ の 作用機構[4, 5]
(3)r as蛋白p21の 作用機構[6, 7]
(4)β- ラクタ マ - ゼ の脱ア シ ル化反応[8〕
(5)cAM P依存性プ ロ テイン キ ナ - ゼ に よる基質リ ン酸化反応[9]
(6)バ クテ リオ ロ ドプ シ ン の プ ロ ト ン輸送機構[10]
などで ある ｡ (2)で は ､ HIV-1プ ロ テ ア ー ゼ と基質との ES複合体の 触媒活性部位
が酵素活性を発現する構造を保持するた めには ､ 触媒活性部位近傍に存在する2 つ
の 水分子が 必要不可欠 で あるこ と ､ H IV1 プ ロ テ ア ー ゼ が Pl- Pl'残基に P he- Pro
また は Tyr- Pr oを含む特異的な基質を認識する には基質分子 内の P 2残基及び P 4
残基が 非常に重要な役割を担 っ て い る こ と ､ H IV-1プ ロ テア ー ゼ の 基質加水分解
機構は 3 つ の 素反応か ら構成され て い るこ とが 明らか とな っ た ｡ (3)で は ､ 細胞の
シグナル 伝達に重要な働きをして い る rasタン パ ク質 p21 の分子 ス イ ッ チ作用メカ
ニ ズ ム に つ い て 研究を行 っ たと こ ろ ､ ra告p21の GT Pa s e活性には Lys16がも っ と
も重要な役割を果た して お り ､ GT PI GD P変換反応が 一 段階反応で ある こと ､ 正
常r a sp21に お い て は Lys16 の側鎖の 窒素原子と7リン酸の 酸素原子 と の 距離が 約
3Åの 水素結合距離 を保 っ て い るの に 対し ､ 発が ん性を有する変異 ra sp21 では ､
水素結合距離が 時間的に変化 して 安定に保 たれず ､ こ の ことか ら GT Pa s e活性が
低下し ､ 発が んが 起こ る こ とが わか っ た ｡ (4)で は ､ 脱ア シ ル 化に必須とされ て い
る Glu1 6 が脱ア シ ル 化に 関与する水分子を保持する役目を果た し て い る こと ､ β-
ラク タム 系抗生物質がβ- ラク タ マ - ゼ に取り込 まれ た後に Lys73 NE､ Ser1301′､
基質カル ポ キ シ ル 基に よ っ て 構成 され る水素結合ネ ッ ト ワ ー クが 脱ア シ ル 化反応
の活性化 エ ネル ギ ー を下げる役割が ある こ とを明らか に した ｡ (5)で は ､ cAM P依
存性プ ロ テ イ ン キナ - ゼ に よる基質リ ン酸化反応は 二段 階反応で ある こと ､ こ の
酵素 の 反応における AT Pの役割は 高 エ ネル ギ ー リン酸結合を切る こ とに より ､ こ
れ と共役す るSer の リン酸化反応 に エ ネル ギ ー を与えると い う ｢エ ネル キ ー 通貨+
で は なく ､ 周 囲より活性化 エ ネル ギ ー を集めて 標 的タ ン パ ク質をリ ン酸化し ､ そ
の 結果起 こ る高次構造変化 に よ っ て ､ 情報伝達の 方 向性を決定す る こ とに ある こ
とを結論づ けた ｡ (6)で は ､ バ クテ リオ ロ ドプ シ ン の プ ロ ト ン輸送機構にお い て L
中間体か ら M 中間体 - と構造変化す る際シ ッ フ 塩基 の 脱プ ロ トン 化が 生じ るが ､
活性 中心 に存在す る Asp85と シ ッ フ塩基との 間に水分子が介在 して い るとプ ロ ト
ン化された シ ッ フ塩基が安 定化する ことが わか っ た ｡ 本論文で は ､ (1)cyto cbr o m e
P- 450に よ る薬物分子 の 酸化反応(十酸素原子添加機構)に つ い て 生命分子科学的
研究を行 っ た結果を報告す る ｡
1.2 研究の概要
cyto cbro m eP-450(以下 P-450と略)は動物 ､ 植物及び微生物を含む様 々 な生命体
に分布 し ､ 通常の代謝にお い て 重要な役割を果た し て い る[11】｡ こ の うち数種類に
つ い て は 三次元構造が Protein Data Bank(P D B)[12,13,14]に登録され て い るが ､
最もよく研究されて い るの は P-450c a mで ある ｡ P-450c am は緑膿菌(Ps e udo m o n as
putida)を c a mphor で生育させた ときに誘導され る ､ 414残基の ア ミ ノ酸か ら構成
され る分子量約 45,000 の水溶性タ ン パ グ質で あり ､ Po ulo sらに よ っ て ､ Ⅹ 線結晶
解析に より その 三次元構造が 明らか にされて い るo 図 1.1 に基質(d-c amphor)が
結合 した P-450c am の 全体構造(c odein PD B:2cpp【15〕)を､ 図 1.2にそ の 活性部
位を示す｡ 基質が入 っ て い る空洞は - ム ポ ケッ トと よばれ ､ 基質は Tyr96側鎖の
水酸基に より保持 され て い る ｡ また ､ - ム鉄原子は ､ ポル フ ィリ ン の 4 つ の 窒素
原子と Cys357側鎖の 硫黄原子とが 配位した 5配位構造をと っ て い る ｡.硫黄原子が
結合す る部位は第5酉己位座と よばれ る｡
P- 450の - 酸素原子添加機構は図 1.3に 示した ように起 こるとされ て い る . P1450
に よる - 酸素原子添加反応サイ クル は Fe(ⅠⅠⅠ)状態の P-450に基質が結合する こ と
で 始まる(図 1.3(1))[16]｡ 図 1･1及び 図1･2は ､ こ の状態に相当する ｡ 基質に結令
した P-45 0に最初の 電子が導入され ると ､ Fe(ⅠⅠⅠ)は Fe(ⅠⅠ)に還元され(図 1･3(2))､
酸素分子が 取り 込まれ る(図 1.3(3))｡ 酸素分子も基質と 同様 ､ - ム ポ ケ ッ ト内に
入り ､ - ム鉄原子と結合す る｡ 結合す る部位は第6配位座と よばれ る(図1.2)｡ 次
い で 2番目 の 電子が導入 されると酸素分子が活性化され(図 1.3(4))､ 基質に 一 個の
酸素が 添加 され(図 1･3(5))､ 基質は酵素外 - 出て い く(図 1･3(6))｡ すなわ ち(5)の
過程 で活性化酸素分子 の 0 - 0結合の 切断が起こ っ て 基質が 酸化され るの で ある
図 1.1: 基常 d- ci u nphor が結合した P-4与Oc a mの 全体図(code illP D B:2cp p)｡ 青色の 部分は ヘ
ム
, 赤色の 部分は d- c a mphorである｡
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が ､ こ の 反応過程は著 し く速やか に進行するた め反応 中間体が 観察で きない ｡ し
たが っ て ､ そ の 反応機構 は不 明の まま で ある[1 7]｡
これ ま で P-450に よ る基質 一 酸素原 子添加機構に 関す る研究は 二 つ の 連続 した
反応プ ロ セ ス の概念に基 づ い て なされて きたo すなわち ､ - 酸素原子添加機構 の た
めの 最終活性種[FeO】3＋(c o mpo und I)生成プ ロ セ ス と ､ そ の 最終活性種に よる基質
- 酸素原子添加プ ロ セ ス で ある o と こ ろが ､ c o mpo undI の第6配位座の酸素原子
は フ リ ー ラジカ ル の性質を有して い るた め[18ト この メ カ ニ ズ ム で は P-450によ る
- 酸素原子琴加反応 の 実験例 で見 られ る特徴(1)ster e o che mistryが保 たれ る ､ (2)
isotope効果が 小さい ､ を説 明する こ とが できない ｡ そ こ で ､ 第 2章で は P-45 0に
よる - 酸素原子添加機構にお い て 現れる 中間体の 動的構造を分子動力学(MD)計算
に より求め ､ c o mpo u ndIを経由する反応経路とは別の 反応経路の存在を示唆す る
結果を得た ｡ こ の経路は前述の 特徴を説明する新 しい反応メ カ ニ ズ ムで ある｡ 第3
章で はそ の 反応メ カ ニ ズ ム の 妥当性 を調 べ るた め ､ 新し い 反応機構 と co mpol nd
Iを経由する反応機構に つ い て ､ P- 450に よる - 酸素原子添加反応中に現れ る全 て
の 反応 中間体の 構造を密度汎関数法(D F T法)に よ っ て 理論的に決定 した ｡ 本章は
本研究 の 中心項 目で ある ｡ 第 4章で は c o mpo und Iを経由する反応機構 に関連 し
た研究の 結果を報告す る ｡ - ム タン パ ク質に よる N, N-di血etbyla nilin e(PbN Me2)
の N -de alkylation に おい て kinetichydrogen is otope effe ct(K H IE)が観測され て い
るが ､ そ の 原子 レ ベ ル 反応 メカ ニ ズ ム 及び 重水素原 子に よる 1次 K HI Eと三重水
素原 子に よる 1 次 K HI Eと の 関係 を P h N Me2 分子全体に つ い て の D F T計算に よ
り求 めた ｡ 第 5及び第 6章で は本研究で 見 い 出した新し い 反応機構に 関連 し た研
究の 結果を報告す る o 第 5章で は P-450に よ る - 酸素原 子添加反応サイクル 中に
現れ る反応 中間体の 構造を D F T法を用 い て 決定 し ､ P- 45 0に よる - 酸素原子 添加
機構 における - ム の 役割 に つ い て 考察を行 っ た ｡ 第 6章で は P- 450に よる - 酸素
原子 添加機構に お ける 0 - 0結合開裂及び 基質 - の 酸素原子挿入機構を D F T法
に より求めた ｡ また ､ P-450c a mは 図 1.4に示すように ､ c a mpborの 5位の炭素原
千(C5)に結合 して い る 2個の 水素原子の うち ､ ex o面にある水素原子 を特異的に
酸化 して 5- ex o-hydr oxyc ampho rを生成する ことが知られ て い る[19]が ､ そ の メ カ
ニ ズ ム に つ い て 半経験的分子軌道法の 一 種 で ある P M 3法を用い て研究を行 っ た結
果も報告する ｡ 第 7章で は本研究の まと めを行う｡
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第2章 P - 4 5 0に よる - 酸素原子添加
機構に関する分子動力学
研究
ヽ
2.1 序論
本草で は ､ 酵素全体を取り扱うこと の できる分子動力学(M D)計算により ､ P-45 0
に よ る - 酸素原子添加機構に お い て 現れ る中間体の 構造を求めた経緯を報告す る｡
第 1章 で も述 べ た ように ､ P-450として Po ulo sらに よ っ て決定され た P-450c am
の構造全体[15]を用 い ､ それ に対し - ム を囲む ように 1864個の水分子を発生させ
た構造に つ い て M D計算を行い ､ P-450c am の - ム の鉄原子の 上に 立 つ 酸素分子 の
空間配置を P-450c am の 結晶構造に存在する結合基質 d- c amphorと 関連づ けて 研
究し たo そ の結果 ､ 現在信 じられて い る co mpou nd Iを経る反応機構とを耳異なる新
し い 反応機構 の 存在が 示唆され た ｡
2.2 方法 ･
2.2.1 分子動力学計算
計算に使用したモ デル の 構築
P-450の構造として ､ Poulo sらが 決定した ､ 基質(d-c a mphor)が 結合 した Pse u-
do m o n a sputida 由来の P- 450c am の 三次元構造[15](c odein P D B[1 2,13,14]‥2cp p)
を利用 した｡ 分子動力学的研究に使用 した モ デル は次の ように構築した ｡ M onte
Ca Tlo 法[20]に より水分子(T IP 3 Pm odel[叫)の集まりを球状に発生させ ､ そ の
中心部に基質と結合した P-450c a mを置 い た｡ 球の 中心は P A 50c am の - ム 鉄原子
に 一 致 させた ｡ 球の 半径は 25Åで ､ 発生させた水分子 の数は 1824個で ある o
計算の 詳細
計算プ ロ グ ラム には AM B ER 4.1 を用い た[20]｡ d- c a mpho rに は all- ato m forc e
field[22】を使用 し ､ そ れ以外中原子には u nited- ato mforc efield[23]を準用 した .
- ム 部分及び d- c amphor の 点電荷の 値は密度汎関数法に より決定 した[2】o 交
換 エ ネル ギ ー と相 関 エ ネル ギ ー を計算す るた めに 局所密度近似(L DA)を用い た ｡
使用 した 関数は Hedin -L undqvist/Jan ak- M orruzi- W illia m slocalc orrelatio nfu nc-
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tionals(J M W)で ある ｡ 使用 した 基底関数は Gaussian 6- 31G**基底 関数【24】に相
当する分極関数付きの double- nu mericqu alityを持 つ 関数 で ある ｡ 計算に使用する
モ デル にお ける電子数が非常に多 い の で ､ 鉦ozen c ore近似を炭素 ､ 窒素 ､ 酸素原子
の 1s軌道 に ､ 鉄原 子 の 1s､ 2s､ 3s､ 3p電子に適用した ｡ 計算プ ロ グラ ム は D Mo1
96.0 である[24】｡ こ の 計算に つ い て は第 5章で も述 べ る｡ それ 以外 の 残基の 点電
荷は AM B ER4.1プ ロ グラ ム 中に格納されて い るデ ー ･タを利用 した ｡
M D計 算は次 の よ うに して 行 っ た ｡ 前項 で述 べ た モ デ ル の 構造 を B E LI〝オプ
シ ョ ン [25]を使 っ て水分子 に 関す る エ ネル ギ ー 極小化 を行 っ た後 ､ す べ て の原 子
に つ い て エ ネル ギ ー 極小化を十分に行 っ た. そ の エ ネル ギ ー 極小化 され た構造を
用 い ､ 0･002pic ° s e c ond(ps)間隔で beatingの た めの M D計算を34ps行 っ た ｡ そ
の 方法は 次の 通り で ある｡
(1)水分子 に関し ､ 5 K で 6ps 間 M D計算｡
(2)全て の 原子に 関し ､ 5 K で 4ps 問 MD 計算｡
(3)全て の 原子 に 関し ､ 50 K で4ps間 M D計算｡
こ の計算の あと ､ 4ps の M D計算ごと に温度を50 Kず つ ､ すなわち ､ 100 K､
150 K､ … ､ 300 Kと増や した ｡
he atingプ ロ セ ス の の ち ､ 310E で O.OO2ps間隔で 300ps 間 M D計算を行 っ た o そ
の 温度(31 0 K)における300ps の ト ラジ ェ ク トリは生理的条件下で 起 こ ると考え ､
300ps 間にお け る平均構造を得た ｡
非結合項 の計算は ､ 特別なプ ロ セ ッサ ･ チ ップ(MOD E L)を持 っ た M D- engine[26]
と呼ばれ る ハ ー ドウ ェ ア ･ ア ク セ ラ レ ∵ タを使 うこ とで 高速化 した ｡ va nder Wa als
カ(r
‾ 6
and r
- 1 2
)の 計算には 8Åの カ ッ トオ フ 距離を採用した ｡ 静軍項(r
- 1)の 計
算に つ い て は カ ッ トオ フ を行 うと著しい 誤差を生じ るの で ､ M D- e ngin eの利点を
十分 に生か し ､ カ ッ トオブなし で 計算を行 っ た ｡ また ､ す べ て の 結合を平衡核
.
間
距離に保 つ SHA KE抑制[2 7]を使用 した ｡ 水分子は 力の 定数1.5kc al/Åの ソ フ ト
調和ポテ ン シ ャ ル に よ っ て球状に 抑制された ｡
2.2.2 密度汎関数法(D F T法)による量子力学的計算
計算に使用し たモデ ル の 構築
D F T計算に使用 したモ デ ル は ､ 2.2.1 で述 べ た方法に より得られ た構造 の活性
部位か ら - ムとそ の 配位子を抜き出し ､ 次の ように して 構築した｡ - ム に つ い て
はプ ロ トポル フ ィリン ⅠⅩ 部分をポル フ ィ ン に置き換え､ 第5配位座の シ ス テ イン
をS ‾ - CH3と した｡ 構築した モ デル は 図 2.5に示 され て い る｡
計算の 詳細
モ デ ル化合物に対するSchr6dinge r方程式は密度汎 関数法(D F T法)を用 い て解
い た . 交換項に は Becke の thre epar a m ete r式[28]を､ 相関項には Le e- Ya ng- Pa rr
の 式[29]を用い た ｡ 基底関数には 3-21G
* *を用 い た ｡ ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 超曲
面上における第6配位子 ､ 鉄原子及び 硫黄原子に 関する極小構造は より厳密 に十分
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最適化し たが ､ 他の 原子 は M D計算 で得られた構造に固定 した ｡ ト ー タ ル の 電荷
密度は Oe､ ト ー タル の ス ピ ン 多重度は 二重項で ある ｡ 計算プ ロ グラ ム は Gau sia n
98 である[30]｡
2.3 結果と考察
2.3.1 基質が結合したfe rric P -4 5 0c a mの 動的構造
基質が結合したfer ricP-450c a mに 関し ､ 310 K で 300ps間 M D計算を行 っ て得ら
れた構造の 活性部位を図 2.1に 示す. 計算は基質 dェc amphorが 結合した P- 450c a m
全体の 構造[15]及び 1 864個の水分子に関して行 っ て い るが ､ この 図にお い て は重要
な残基すなわち ､ Cys357､ Tyr96､ d-c a mphor､ T hr252､ Gly248､ Asp251､ Lys178､
Arg186及び ､ Tbr252に近 い 水分子 の みを表示 して い る｡
Arg186と Asp251の 間 ､ Gly248と T hr252と の 間 ､ Tyr96と d-c amphor と の 間
の 水素結合は結晶構造で も観察されて い る ように M D計算中にお い て も保たれた ｡
Ps eudo m on a sputida 由来の P- 450c am は基質 d- ca mphor の C5位を特異的に -
酸素化 し ､ 5- exo -hydr oxyc a mphor の みを生成す ることが 知られて い る[19]が ､ -
ム 鉄原子 と d- c amphor の C5原子 との 間の 距離は300ps の M D計算で結晶構造[15]
における初期値 4.21Åか ら5 - 6Å - と長くな っ た ｡ こ の 6Åとい う長 い 距離は ､
酸素分子 の 結合が - ム鉄原子 に起 こ っ た あとも ､ ほぼ似た ような値 で保たれ て い
た ｡ また ､ こ こ で注 目す べ きこ と は基質 d-c a mphor と - ム に よ っ て 囲まれ た空間
が結晶中の 4.21Åか ら5 - 6Å - と大きく な っ て い るに もか かわらず ､ Tyr96 の
o H基と d-c amphor の カ)t,ボ ニ ル 酸素と の水素結合が M D計算中ず っ と約 3Åで
保たれ て い る こ とで ある｡ 酸素分子が こ の 大きくな っ た 空間に容易 に来る こと が
期待でき る ｡
2.3.2 o xyrfe r r o u sP -4 5 0c a mの動的構造
基質が結合 した P-450に最初の 電子が 導入され ると Fe(ⅠⅠⅠ)か らFe(ⅠⅠ)に還元 さ
れ ､ 酸素分子が 取り 込 まれ る . oxy-ferrous P-450c am に 関し ､ M D計算を行 っ て
得られた 平均構造 の活性部位を図 2.2に 示すo こ の M D計算に用 い た oxy-ferr o u s
P- 450c a mの構造は ､ 酸素分子を図 2.1に示 さ
,
れた P- 450c amの - ム 鉄原子と結合
させて構築した . 2.2.1 で述 べ た ように ､ M D計算に用い る oxy-fe rr o u s- ム の 電荷
分布はferrou s - ム の鉄原子の 上 に立 てた酸素分子の構造に関する D F T計算に よ っ
て 決定 した[2]｡
既に述 べ た よ うに ､ - ム鉄原 子 と基質の C5原子との 距離及び Tyr96の 0Ⅱ 基
と d- c a mpho rの カ ル ポ ニ ル 基と の水素結合は P-450c a mに酸素分子 が結合 し て い
るにもか かわらず ､ それぞれ 5 - 6Å､ 約 3Åで保たれて い て ､ 前項で 求めた 基質
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図 2.1: 310Ⅹ で 300ps の M D計算で得られ た ､ 基質が結合した ferric P-450c am の活性部位｡
数字は Å 単位の 原子間距離で ある｡
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が 結合 したfe r ric P- 450c am と同程度で あ っ た . また ､ 注 目す べ き こ とに基質 の C5
原子 と ､ oXy-fer r o us - ム に結合し て い る酸素分子の うち ､ 02と書かれた 酸素原子
とは ､ 3.0 - 3.5Åで 相互作用し て お り ､ C5原 子に結合して い る2個 の 水素原子 に
つ い ては e x o位の 水素原子 と 02原子 との 距離は 2.5 - 2.9A(図 2.2 では 2.75A)､
endo位 の 水素原 子と 02原 子と の 距離は 3･0 - 3･5 A(図 2･字で は 3･04A)で あり ､
e ∬o位の水 素原子が 常に 02原子 に最近接 して い た ｡ これ は ､ I 2.3.4 で述 べ るよう
に ､ P-450に よる - 酸素原子添加機構にお い て 現在信 じられて い る反応経路とは別
の反応経路の 存在を示唆す るもの で ある ｡
2.3,3 c om po u nd Iが生成したP - 45 0c a mの動的構造
oxy-fer r o u sP-450 の状態か らさらに 2番目の 電子を受け取ると ､ 最終段階が 非
常に素早く進み ､ 反応 生成物を与える｡ こ の 理 由か ら ､ 0 - 0結合の解裂及び 基
質 - の酸素原子の 移動機構は不明の ま まで ある｡ しか し ､ P-450触媒にお い て生 じ
る - 酸素原子添加生成物を与える活性種 co mpo und Iが提案され て い るの で[31]､
2個の プ ロ ト ン が結合す る反応を経由して P- 450に生成され る c o mpo u ndIが最終
生成物で あると 現在信 じられて い る[17]｡ M D計算に よ っ て 得られ た構造 の 活性
部位を図 2.3に 示す｡ こ こ で も ､ - ム 鉄原子と基質 の C5原 子との 距離及び Tyr96
の OH 基と d- c a mphor の 距離は 図 2.1及び 図 2.2とほぼ 同様 に保たれ て い た o 第
6配位座 の 酸素原子 01と基質の C5原子と は 3.0 - 3.5Åで 相互作用 して おり ､ C5
原子 に結合 して い る 2個の水素原子に つ い て は e x o位の 水素原子 と 01原子 との 距
離は 2.5 - 3.0A(図 2.3 では 2.95A)､ e ndo位の 水素原子 と 01原子と の 距離は 3.2
- 3.7A(図 2.3で は 3.40A)で あり ､ e ∬o位の水 素原子が常に 01原子 に最近接し
て い た｡
最近 ､ Harris らは ､ ス ピ ン 二重項(基底状態)にお ける c o mpo u nd Iの 構造 に つ
い て D F T計算を行い ､ - ム の 第6配位座に結合 してい る酸素原子(図 2.3 の01原
千)に ス ピ ン密度が局在化 して おり ､ その債が o.92 である ことを報告 した[18]｡ こ
の こ とはすなわち ､ そ の 酸素原子が フ リ ー ラ ジカ ル の 性質を有して い る こ とを示
して い る ｡ 第 3章で示すよ うに ､ 本論文 で の 計算結果に お い て も ､ こ の 酸素原子
が フ リ ー ラジ カ ル の 性質を有し て い る こ とが わか っ た ｡ フ リ ー ラジ カル は炭化水
素に対し水素原子 を引き抜く こ とが知られて お り[32, 33, 34ト c o mpo u nd Iか ら
始ま る基質 - 酸素原子添加反応は ､ 図 2･4(a)に示す ように基質か ら水素原子 を引
き抜き ､ それ に よ っ て 生成 した O H基が基質ラジ カ ル に結合す ると い う二 段階反
応となる ｡ こ の 二段階反応は(1)ster e o che mistryが失われ ､ (2)isotope効果が観測
され る ､ とい う特徴が あり ､ P- 450に よ る - 酸素原子添加反応の 実験例で 見られ る
(1)ste r eo chemistryが保たれ る ､ (2)is otope効果が小さい ト と矛盾する ｡
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いた構造を構築して 行 っ た . 数字は Å単位の原子間距離であるo
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(a)tw o steps me cha nis m
l l I
(he m e)Fe = 0 = H - C- う(he m e)Fe - O H＋ ･ C- う (he m e)Fe ＋ H O- C-
(c o mpo u nd I) L
I I
(b)o n e stepins ertio n m e cha nis m
H H H H
I I t /
＋
＋
I
,
] ] [
(he m e)Fe - 0 - 0 ＋ H - C- う(he m e)Fe - 0 -d- - c - う(he m e)Fe - 0 ＋ H O- C-
I l ] I J [
H H H
図 2･4: p-450による基質酸化機構における二 つ のプ ロ セ ス ｡ (a)現在信じられて い る最終活性種
(c o mpo u nd I)による二段階反応機構. c ompo undIは ス ピ ン ニ重項 の 活性酸素原子を有するo (b)
本研究で新たに見 い出され た最終活性種による 一 段階挿入反応機構o そ の最終活性種はス ピ ン ー 重
項 の 活性酸素原子を有する｡ これ ら二 つ のプ ロ セ ス の存在が ､ P-450 による酸化反応の 実験にお い
て 多種多様の 反応生成物が報告され る理 由で あると考えられ る｡
2.3.4 新しい 一 酸素原子添加機構
さて ､ P-450に よる - 酸素原子添加機構 にお い て ､ 基質は酸素分子 よりも先に酵
素内に取り 込まれ る(図 1.3). 基質と酸素分子は 同じ部位 ､ へ ム ポ ケ ッ トに共存 し
て い る の で ､ - ム に結合 した 酸素分子 と基質と は最初か ら相互 作用をし て い ると
考えるの が 自然 で あ る｡ Tu ckey らは 1電子還元 oxy- P-450は基質が結合 した 方が
安定で あ るこ とを実験 的研 究に より見い 出して お り[35]､ - ム ポケ ッ トにおい て
基質と酸素分子との 相互作用が 存在して い る こ とを支持 してい る｡ さきに 2.3.2で
得られた結果を見ると ､ P-450c a mが特異的に水酸化す る部位で ある d-c a mphorの
C5原子 と ､ - ム鉄と直接結合 して い ない酸素原子(図 2.2 の02原子)との 間の 距
離は 3.0 - 3.5Åで相 互作用 して い る こ とが わか る｡ こ の こ とか ら ､ 基質と酸素分
子との相互作用が P-450に よ る基質酸化プ ロ セ ス 中､ 常に保たれて お り､ 02原子
が基質の C5 - H 結合に挿入す るの が自然で はな い か と考えた ｡ c o mpo u nd Iを経
由す る反応機構で は 02原子に 2個の プ ロ ト ン が付加す るこ とによ っ て c o mpo n nd
Iが 生成す るが ､ 新し い 反応機構で は 02原子が反応に与 る活性酸素原子で あるか
ら､ 2個のプ ロ トン は 01原 子に結合 しなければならない ｡
そ こ で ､ 図 2.2に示され た構造か ら ､ 2.2.2に記述 した手順 で モデ ル 反応系を構
築し ､ も う1電子還元を行 い ､ 01原子に 2個の プ ロ ト ン を結合させ ､ 構造最適化
を行 っ て得られ た構造 を図 2.5に 示す｡ ス ピ ン 密度分布 を見る と ､ 注目す べ き こ
とに 02原子 は 一 重項の 性質を有 して い た . 一 重項酸素原子 1D は C ⊥ H 結合 に
対 し 一 段階挿入反応を起こす こ とが わか っ て い るの で[36]､ こ こ で求めた構造 は ､
図 2･4(b)に 示す ように基質に対し 一 段階挿入反挿を起 こ すと 考えられ る . こ の 反
応機構は ､ これ まで に見 い 出されて い ない 新し い 反応機構で あり ､ stere o che mistry
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図 2.5: D F T計算で得られた ､ P A 5 0による 一 酸素原子添加機構における新し い最終活性種の 安
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が保 たれ ､ is otope効 果が 小さい と い う､ P-450に よる
- 酸素原子添加反応 の 実験
例 を説 明す る こ とが で きる ｡ こ の反応機構 の 妥当性 に つ い て 調 べ た結果を次章で
示す ｡
2 3
第3章 p -4 5 0に よる - 酸素原子添加
機構に関する量子化学的研究
3.1 序論
前章で ､ P-450に よ る - 酸素原子添加機構にお い て ､ これまで に見 い 出されて い
な い 新しい 反応機構 の 存在が 示唆 された ｡ 本章で は ､ こ の反応機構の 妥当性を調
べ るため ､ 新しい 反応機構と c o mpou ndIを経由す る反応機構に つ いて ､ P-450に
よる - 酸素原子添加反応 中に現れ る全て の反応中間体の 構造を D F T法に よ っ て 理
論的に決定 した ｡
3.2 方法
3.2.1 計算に使用した モ デルの構築
P-450に よる - 酸素化反応サイ クル 中に現われ る反応 中間体の 構造を resting状
態か ら順次求 めた ｡
Po ulo sらは Ⅹ 線結晶解析に より ､ 基質フ リ ー の Ps e udo m o n a sputida 由来の P-
450c a mの 三次元構造[37]を決定した(c odein P D B[1 2, 13,1 4]:1pbc)｡ こ の 構造
にお い て ､ - ム の 第6配位座 には水分子が結合 して い る ｡ D F T計算に使用 したモ
デル は ､ そ の 構造の活性部位か ら - ムとそ の 第5､ 第6配位子 を抜き出し ､ 次の よ
うに して 構築した ｡ - ム に つ い て はプ ロ トポル フ ィリン ⅠⅩ 部分をポル フ ィ ン に置
き換え､ 第5配位座の シ ス テイン をS - - CH3と した ｡ こ の モ デ ル を用い ､ 低 ス ピ
ン状態(図 1･3(1))､ 高ス ピ ン状態(図 1･3(2))及び 1電子還元状態の構造(図1.3(3))
を求めた ｡ 高 ス ピ ン状 態及び 1電子還元状態に お い て ､ 基質は 酵素 内に存在して
い るが ､ 前章 で 示 したよ うに - ム 鉄とか なり離れ て い る(d-c a mphor の C5原子 -
- ム 鉄 : 5 - 6 A)の で ､ 計算で は 基質は 考慮に 入れて い ない ｡ 構築した モデ ル は
図 3.2及び 3.3 に示 されて い る ｡
第6配位座 - の 酸素分子 の 導入(図 1･3(
■
4))以降は基質 d-c a mphor も考慮に入れ
た. 計算に使用す草モデ ル は前章 で求めた oxy-fer r o u sP- 450Fa mの構造か ら第6配
位子に つ い て はそ の まま用 い ､ d- c am phor に つ い て は C4位と C6位を水素原子に置
き換えメ タン 分子と した ｡ そ の他は前述したもの と 同様で ある｡ ただ し ､ c o mpo u nd
Iにj:る - 酸素原子添加機構(3.3.4節)の解明に は前章で求 めた c o mpo und Iが生成
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した P-450c a mの 構造を用 い て構築した ｡ 構築し たモ デ ル は図 3.3 - 図 3.6､ 図 3.9､
図 3.11､ 図 3.1 3及び 図 3.15に示 され て い る ｡
3.2.2 計算の詳細
モ デ ル 化合物に対す るSchr6dinger方程式 をD F T法に より解い た ｡ 交換項には
Be cke のthre epara m eter式[28]を ､ 相関項には Le e- Ya ng- Parrの式[29]を用 い た ｡
基底関数に は 3-21G* *を用い た ｡ ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 超 曲面上にお ける基質 ､
第6配位子 ､ 鉄原子及び硫黄原子に関す るポテ ン シ ャル エ ネル ギ ー 値極小の 構造を
厳密に十分最適化 した ｡ 他の 原子は M D計算によ り得 られた構造に 固定した｡ 計
算プ ロ グラム は Ga u s sia n98 である[30]｡
3.3 結果
P-45 0に よ る - 酸素原子添加機構全体にお けるポテ ン シ ャル エ ネル ギ ー 変化の ダ
イヤ グラ ム を図 3･1 に 示す｡ (A)は低 ス ピ ン 状態(re sting状態)の P-450 で､ こ こ
に基質が結合す ると ､ 高 ス ピ ン 状態(B
'
)となる ｡ (B)は基質を含まな い 場合 の 高
ス ピ ン状態 を示す ｡ 次に ､ 最初の 電子が 導入され ると(C)と なり ､ つ い で 酸素分
子が結合す ると(D)と なる｡ (D)に 2番 目の 電子が 導入 されると(E)となり ､ (E)
に1個目?プ ロ ト ン が結合すると ､ プ ロ トン の結合位置に よ っ て(ど)と(G)と に分
岐する ｡ つ い で 2個目のプ ロ ト ン が結合す ると ､ さらに分岐し ､ (H)､ (Ⅰ)､ (∫)が
生ずる((H)と(Ⅰ)で は各 々 異な っ た最終活性種が 生成する)0 (H)か ら生成する最
終活性種は c ompo u nd Iで あり ､
- 酸素原子添加反応は(I)- (K)- (L)- (M)-
(N)→ (0)→ (P)ー (Q)と進む . (Ⅰ)からは全く異な っ た - 酸素原子添加反応過程
が ス タ ー トする ｡ すなわち､ (Ⅰ)- (氏)一 (S)で ある｡ (∫)は過酸化水素を生ず るプ
ロ セ ス を開始す るo 具体的な構造は 図 3･2 - 図 3･6i 図 319､ 図 3･11､ 寧3･1 3及び
図 3.15に示す ｡ これ らの 詳細に つ い て ､ 以下に説明する ｡
3.3.1 低 スピン状態から高スピン状態 へ の変化
resting状態 にお い て ､ - ム は(ⅠⅠⅠ)価の 低ス ピ ン状態で 存在し ､ 第6配位座に は
水分子が 配位し て い る[17, 37]o そ の構造 を図 3.2(a)に示すo 第6配位座 の 水分
子と - ム鉄原子との 結合距離は 2.llÅ で あり ､ Ⅹ 線結晶解析構造(2.35A)[37]と
ほ ぼ 同値 で ある ｡ また ､ ス ピ ン密度は - ム鉄原子 に局在化 して い る(表 3･1(a)を
見よ)0
基質が酵素に取り 込まれ ると - ム は低ス ピ ン状態か ら高 ス ピ ン状態 - と変化 し ､
同時に第 6配位座か ら水分子が 脱離す る[15]｡･ 水分子が脱離した あとの ､ 高 ス ピ
γ状態 ヘ ム の 構造を図 3.2(b)に示す｡ こ の構造にお い ても ､ ス ピ ン 密度は - ム 鉄
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図 3.1: P-450による基質 - 酸素原子 添加機構に伴うポテ ン シ ャ ル エ ネ ル ギ ー 変化のダイヤグラ
ム
｡ グラ フ の 横軸は反応座標(無単位)､ 縦軸はポテ ン シ ャ ル エ ネ ル ギ ー 変化(kc al/m ol) で ある ｡
(1)は基質(CⅡ4)を含まな い系 ､ (2)は基質(CH4)を含む系に つ い て の ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 変
化であるo (1)と(2)の 組成はそれぞれ Ⅱ17C21N40SFe､ H21C22N402SFe で ある ｡ (B)と(B')の
ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 値を 一 致させ ､ そ の 値を 0とした｡ 反応 は resting状態(A)から開始し ､
右方向に反応が進行する｡ (A):r esting状態(低ス ピ ン状態)､[構造 : 図3.2(a))ト(A)に基質が入る
と(B')を生じ ､ 高ス ピ ン 状態となるo (B)は(A)から Ⅱ20が外れ ､ 高ス ピ ン状態[構造: 図 3.2(b)
＋ H20]とな っ たとき の ポテ ン シャ ル エ ネル ギ ー 借o 基質を含まな い(図 3.16を見よ). (C): 最初
の電子の 導入[構造 :図 3･3(c)ト(D):酸素分子の結合[構造 : 図3.3(d)ト(E):2番目の電子の 導入
[構造 :図 3･3(e)]､(F)[構造 :図 3.4(f)]及び(G)[構造 :図 3.4(g)ト1個目のプ ロ ト ンと の 結合に よ っ
て生ずる2種類の構造 ､(H)[構造: 図 3.5(h)】､(Ⅰ)[構造:図 3.5(i)]及び(∫)[構造: 図 3.5(j)ト2個目
のプ ロ ト ン と の結合によ っ て 生ずる3種類の構温 (I)と(Ⅰ)から最終活性種が生成する o(H)で は
co mpo u nd Iが生成して おり ､ そ の 反応経路は(H) - (ⅨH構造 : 図 3･6(k)】- (L)[構造: 図 3.6(1)]
→ (M)[構造: 図 3･6(m)〕→ (N)[構造: 図 3･11(n)]ー (0)[構造 : 図 3･9(o)]一 (P)[構造 : 図 3.13(p)]
→ (Q)[構造 : 図 3･13(q)]で あ るo (Ⅰ)は本研究で 見い だ した cyto chr o m eP-4 50による 一 酸素原子
添加機構における新し い 最終活性種で ､ そ の 反応経路は(Ⅰ) -I(氏)[構造 : 図 3.15(r)]- (S)[構造:
図 3･15(s)]で ある｡ なお ､ 最終生成構造(Q)と(S)と のポテン シ ャ ル エ ネル ギ ー 差は 0.5 kc al/m ol
で ､(S)が安定で ある｡ (J)は第6配位座に過酸化水素が生成し ､ 酸化反応が生じない経路で ある0
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(a)
(b)
01
J
ド
2.l l
図 3.2:(a)低ス ピ ン状態 - ム(Fe3＋)(resting状態)､ (b)高ス ピ ン 状態 - ム(Fe3＋). 図 3.1(A)は
(a)に対応 し ､ 図 3.1(B)は[(b)＋ H20ト 図 3･1(Bりは[(b)＋ 02 ＋ 2Ⅱ＋ ＋ CH4]に対応する｡ 図
中の数字は原子間距離(A)で ある｡ ト ー タ ル の 電荷療度は両者とも Oe で ある｡ ス ピ ン 多重度は ､
(a)は二重項 ､ (b)は六重項で ある[38]｡
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Gro ups of ato m s S七r11C七ures
(a) (b)
H20 - o.oo
Fe 1.06 4.26
Cys(S - CH3) 0.03 0.37
(S of Cys) (o.o3) (0.30)
Porphin e -0.09 0.37
表 3.1: 構造(a)及び(b)の ス ピ ン 密度分布 o Porphin eは､ モデ ル 化合物から H20､ Fe及び Cys
を除い た残部を示す ｡
原子に局在化 して い る(表 3･1(b))｡ ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー は(a)に 比 べ て 15.0
kc al/m ol 上昇 した(図 3.1(B))｡ 基質は酵 素内に存在し て い るが ､ 3.2.1で 述 べ た
ように d-c amphor の C5原子と - ム鉄原子と の 距離が 5 - 6Åで あるこ とか ら ､ 相
互作用は無視 でき ると考え ､[図 3.2(b)＋ CH4] か ら高 ス ピ ン 状態の ポテ ン シ ャ ル
エ ネル ギ ー 値を算出した ｡
3.3.2 2電子還元及び活性部位 ヘ の酸素分子の導入
基質が 取り込 まれ て 高ス ピ ン 状態とな っ た P-450は 1電子還元を受け ､ - ム 鉄
原子が(ⅠⅠⅠ)価か ら(ⅠⅠ)価 - と変化する ｡ fe rrous - ム の 構造を図 3.3(c)に示す. こ
の構造も ス ピ ン密度が - ム 鉄原子 に局在化し ､ 構造(b)と同じく ､ 五重項の性質を
持 っ て い る(表 3.2(c))｡ これ とは別に ､ 文献[38]に記載されて い る低 ス ピ ン 状態
(
一 重項状態)の ferro u sヘ ム を求めたと こ ろ ､ そ の ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 値は構
造(c)よりも 30･アkc al/m olも高く ､ こ の 時点で も高ス ピ ン状態が維持されて い ると
考えられ る｡ しか し ､ 1電子遼元を受けた結果 ､ fer ric高 ス ピ ン状態(図 3.1(B
'
))よ
りも27･4kc al/m ol安定化する こ とが わか っ た(図 3.1(C))0 1電子還元状態の ポテ
ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 値は ､ [図 3.3(c)＋ CH4]を用い て 算出した｡
続い て ､ 酵素に酸素分子が導入され ､ fer ro u s- ム と第6配位座で結合する ｡ 最適
化構造を図 3･3(d)に 示す｡ - ム鉄原子と直接結合して い ない 酸素原子(以後 ､ 02原
子あるい は遠位酸素原 子と よぶ)は基質C5原子と 3･14Å､ 基質 ex o水素原子(Hl)
と2･04Åで 相互作用 して おり ､ - ム鉄原子 と直接結合して い る酸素原子(以後 ､ 01
原子 ある い は近位酸素原子 と よぶ)と 02原子 との 結合距離は 1.40Åで ある｡ 01
原子は - ム鉄原子(Fe)とも1. .92Åで結合してレ｢る. C5 - Fe 間距離は5.81Åで あ
る ｡ これ らの 結果は 図 2.2に 示 した M D計算に よ る構造 とほぼ 一 致 して い る ｡ ま
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(c)
(e) H3
3.1 4
H2
C5
Hl
2.0 4
02
01
H4
.41
1.9 4
Fo
3.14
(d)
C5･Fe :5.8 5
H 2(¢ndo)
H4(C6)
C5
Hl(e x o)
2.04
.40
01
1.92
Fo
C5･ Fo:5.81
図 3･3: ferr o u s- ム (Fe2＋)及び ､ 基質と相互作用して い る oxy-ferr o u s- ム o (?)は図 3･2(b)が
1電子遵元され た へ L_o [(c)＋ 02 ＋ 2 H
＋ ＋ CⅡ4]のポテ ン シャ ル エ ネ/レギ - が図 3.1(C)に対応
し ､【(d)＋ 2 H＋]と【(e)＋2 H＋]のポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー がそれぞれ 図 3･1(D)及び(E)に対応す
る(プ ロ トン の ポテ ン シ ャ ル エ ネ ル ギ ー は Okc al/m olな の で ､ 事実上 ､ (d)は図 3.1(D)に ､ (e)は
図3.1(E)に対応する)｡ 図中の数字は原子間距離(A)で ある｡ ト ー タ ル の電荷密度及びス ピ ン 多重
度は ､ それぞれ ､ (c) ∴1 e､ 五重項[38]､ (d)∴1 e､ 三重項 ､ (e) ∴2 e､ 二重項で ある ｡
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Gro ups ofato m s StrllCtureS
(c) (d) (e)
01
02
Fe
Cys(S - CH3)
(S of Cys)
Porpbin e
C H4(C5 ＋ H l＋ H2＋ H 3＋ H 4)
0.36 0.38
0.66 0.63
4.18 1.04 1.02
0.20 0.06 -0.00
(0･20) (0･06) ト0･00)
-0.39 -0.11 -1.01
-0.00 -0.01
表 3.2: 構造(c)､ (d)及び(e)の ス ピ ン密度分布o Po rphin eは ､ モ デ ル 化合物から酸素分子 ､ Fe､
Cys及び 基質(C Ⅱ4) を除いた残部を示す｡
た ､ ス ピ ン 密度分布 を見 ると ､ ス ピ ン は酸素分子と - ム 鉄原子 に局在化 し て い る
ことが わか るo 酸素分 子の 結合に より ､ ポテ ン シ ャ ル エ ネルギ ー が 30･1 kc al/m ol
安定化す る こ ともわか っ た(図 3.1(D))0
oxy-ferrous P- 45 0は配位 した 酸素分子を活性化させ るた め に ､ さらに 1電子還
元を受 ける . 基質と相互作用し て い る状態の 遭元 された oxy-fe rro u s- ム の 構造を
図 3･3(e)に 示す ｡ 構造そ の もの は o xy-fe rr o u s- ム(図 3.3(d))と大差が ない ｡ しか
し ､ ス ピ ン密度分布を見 ると ､ ポル フ ィン 部分に大きな変化が見られ ､ 構造(d)で
は ､ -0･11しか なか っ たス ピ ン が構造(e)で は -1.01に まで 増大 して い る ｡ しか し ､
こ の β ス ピ ン は ヘ ム 鉄原子の α ス ピ ン(＋1.02)と打ち消 し合 い ､ 実質的には ス ピ
ンは酸素分子に局在化 して い るように見える｡ また ､ こ の 還元に より ､ ポテ ン シ ャ
ル エ ネル ギ ー が 47･9kc al/m ol不安定になり ､ 酵素の反応活性が高められる こ とが
わか っ た(図 3.1(E))0
3.3.3 2個のプ ロト ンの 導入及び最終活性種の生成
2番目の 電子を受け取ると ､ 反応系の ポテン シ ャ ル エ ネル ギ ー が 高くな っ て反応
性が増大す るた め最終段階が 非常に素早く進み ､ 反応生成物を与えると考えられ
る. これが ､ 0 - 0 結合 の解裂及び 基質 - の酸素原子 の 移動機構を実験的に 求め
ることを困難に し七い る原 因で ある｡ しか し ､ P-450触媒におい て生じる - 酸素原
子添加生成物を与える活性 楓c ompo u ndIが提案され て い るの で[31]､ 2個 の プ ロ
ト ンが 遠位酸素原 子 に結合 し ､ 水分子が脱離す る反応 を経由 して P-45 0に生成 さ
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C 5- Fe:5.7 8
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H l
H5
H 4
- 一
一 ‾ 0.9 7
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C 5･Fe:5.8 4
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1
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Fo N l
図3･4: 1個のプ ロ ト ンが結合した構造｡ (f)遠位酸素原子(02)に結合した場合､ (g)近位酸素原子
(01)に結合した場合｡ 【(f)＋ E＋]及び【(g)＋ Ⅱ＋]の ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー がそれぞれ 図 3.1(F)
及び(G)に対応する(プ ロ トン の ポテ ン シャ ル エ ネ ル ギ ー は O kc al/m olな の で ､ 事実上 ､ (∫)は
図 3･1(ど)に ､ (g)は図 3･1(G)に対応する)｡ 図中の 数字は原子間距離(A)で ある｡ ただ し ､ (g)の
0 1- Fe - C lは - ム面と活性酸素原子 0 1との なす角(degree)であるo ト ー タ ル の電荷密度及び
ス ピ ン多重度は(f)､ (g)ともに -1 e､ 二 重項で ある ｡
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Gr oups of ato m s Stru ctu r es
(f) (g)
01
02
H 5
Fe
Cys(S - CH3)
(S of Cys)
Porphin e
C H4(C5＋ H l＋ H2＋ H3 ＋ H 4)
0.05 -0.01
-0.01 - 0.03
0.00 0. 0
1.04 1.07
0.05 0. 5
(0･05) (0.05)
-0.13 -0.09
- 0.00 -0.00
表 3.3: 構造(f)及び(g)の ス ピ ン密度分布 o Porphin eは ､ モデ ル 化食物か ら 01､ 02､ H 5､ Fe､
Cys及び基質(C H4)を除い た残部を示す ｡
れ るc o mpou ndIが 最終生成物で あると現在信 じられ て い る[1 7]｡ これに従い ､ ま
ず ､ 1個のプ ロ ト ン(H 5)を遠位酸素原子(02)に結合させ た ｡ これ を図 3.4(f)に示
す｡ 構造(e)(図 3.3)と 比 べ ると ､ プ ロ ト ン の 結合に より 02原子 と H l原子と の距
離が伸び(2･04Å→ 2･25Å)､ 相 互作用が少 し弱くな っ て い る. また ､ 01 - 02 間
距離は 1.41Åか ら1.53Åに伸び ､ 01 - Fe間距離が 1.94Åか ら1.83Åに縮ん で
おり ､ 02原子が脱離 して c o mpo n nd I が生成し つ つ ある ことを示 して い る｡ こ の
プ ロ トン の 結合に より ､ 443･9 kc al/m olも大きくポテ㌣シヤ ル エ ネル ギ
ー が 安定化
す る(図 3･1(F))o
図 2.2に示 した o xy-fe rro u sP-450 に関する M D計算にお い て ､ 02原子が 基質
C5原子と相互作用し続けて い た ｡ こ の結果か ら ､ 02原子が C5 - H結合に入 るの
が自然で は ない か と考え ､ 1個の プ ロ トン を近位酸素原子(01)に結合させ た ｡ そ
の 最適化構造を図 3.4(g)に示す｡ 構造(f)と異なり ､ 構造(e)よりも 02 - H I閉
距離は短くなり(2.04Åぅ 1.95A)､ 01 - Fe 間距離が伸び て い る(1.94Å1 1.96
A)0 o1 - 02 間距離は 構造(f)と同様､ 1個 のプ ロ トン の 結合 に より伸び て い る
(1.41Å1 1.55A)｡ ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー は 417.0kc al/m ol安定化したが ､ 構
追(f)より 26･9 kc al/m ol高い(図 3･1(G))｡ ス ピ ン密度分布 をみ ると ､ 嘩造(f)も
(g)も､ 1個のプ ロ トン の 結合に より ス ピ ン が - ム鉄原 子に局在化す るよ うに なる
ことが わか る(表 3.3)0
次に ､ 2番目の プ ロ ト ン を結合 させた ｡ 構造(f)か ら 02原子にプ ロ トン を結合
させ
.
Tl構造を図 3.5(h)に示す｡ 注目す べ きこ と に ､ 01 - 02結合が 自発的に切れ ､
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図 3.5: 2個のプ ロ ト ンが結合した構造｡ (也)2個とも遠位酸素原子に結合した場合､ (i)2個とも近
位酸素原子に結合した場合 ､ 臼)遠位酸素原子と近位酸素原子に1個ずつ 結合した場合o それぞれ
図 3･1(Ⅱ)､ (Ⅰ)､ (I)に対応する｡ 図中の数字は原子間距離(A)で あ るo ただし ､ (i)の 01 - Fe -
C lは角度(degree)o ト
ー タ ル の 電琴密度及び ス ピ ン多重琴は(h)､ (i)､ (j)ともにO e､ 二重項で
ある｡
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Gr o ups of ato m s Str ucture s
(h) (i) (j)
01 o.59 _0.00 _0.00
02 o.o2 _0.00･ 0.00
H5 -0.00 0. 0 0. 0
H 6 -0.00 0. 0 - 0.00
Fe 1.27 1.08 1.0 7
Cys(S - C H3)
(S ofCys)
Porpbin e
-0.67 0.01 0. 2
ト0･66) (0･01) (0.02)
-0.21 - 0.09 -0.09
CH4(C5＋ H l＋ Ⅲ2＋ H 3＋ H 4) 0.00 -0.00 -0.00
表 3.4: 構造(h)､(i)及び(j)の ス ピ ン 密度分 礼 Porphin eは , モ デ ル 化合物か ら 01､ 02､ H 5､
Ⅱ6､ Fe､ Cys 及び基質(C H4)を除い た残部を示すo
水分子が 脱離し ､ c o mpo und Iが生成した ｡ 脱離し た水分子 の 02原 子は ､ 結合 し
たプ ロ トン(H 6)を介して 01原子と 2.57Åで 水素結合 して い る｡ また ､ 02原子
は基質の C5原 子と 3.1 8Å､ e ∬o水素原子(H l)と 2.1 0Åで 基質と相互作用 して い
るが ､ 基質に挿入され るで あろ う 01原子は ､ C5原子と 4.63Å､ H l原子と 3.83
Åで あり ､ 相互作用 して い ない ことが わか る ｡ 01 - Fe 間距離は 1.75Åで ､ 構造
(f)より さらに縮ん で い る ｡ ス ピ ン密度をみ ると ､ 01原 子が o.59 で､ フ リ ー ラジ
カル の 性質を有して い るの が わか る(表 3.4(也))0
構造(g)か ら 01原 子に もう1個プ ロ トン を結合させた構造を図 3.5(i)に 示す｡
02原子 は ､ C5原子と 2.93Å､ H l原子と 1.95Å で ､ 基質と相互作用し続けて い
る｡ また ､ 01 - 02間距離及び ､ 01 - Fe 間距離は ､ それぞれ 1.61Å､ 2.1 7Åに
伸び て い る ｡ また ､ 01原子が N l - N 4側に傾い て い る ことが わか る. 01 - Fe -
Cl角が構造(g)で は 92.2度か ら構造(i)で は 81.9度と小 さく な っ て い る ｡ ス ピ ン
療度は - ム鉄原子 に 局在化 して い る(表 3.4(i))0
また ､ 01及び 02原子にそれぞれプ ロ トン が 1個ず っ 結合 した構造 ､ すなわち ､
第6由位轡こ過 酸化水 素分子が 配位した構造 も求 めた｡ これ を 図 3.5(j)に示すo
01 - Fe 間距離は 2二13Åに伸び たが ､ 01 - 02間距離は 1.54Åと ､ 大きな変化
は見られ なか っ た ｡ また ､ 02 - C5間距離が 3.32Åに伸び た ｡ これも ス ピ ン密度
は ヘ ム鉄原子 に局在化 して い る(表 3 A(j)).
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2個目 のプ ロ ト ン の結合 により ､ 構造(f)か ら構造(也)- は 346.5 kc al/m ol､ 構造
(g)か ら構造(i)へ は 313･6 kc al/m ol､ 構造(f)か ら構造0)- は 341.0kcal/m ol安
定化 し ､ 構造(h)は構造(i)より 59･8 kc al/m ol､ 構造臼)
_
より 5･6 kcal/m ol安定と
なっ た(図 3･1)0
3.3.4 c o mpo und Iからの 一 酸素原子添加メ カ ニ ズム
c o mpo u ndIによる水素原子引き抜き反応
構造(h)からは ､ 水分子が活性部位か ら脱離したの ち ､ 01原子 と e xo 水素原子
(H l)とが相 互作用す る酉己置をと るよ うに なり ､ 基質 - の - 酸素原子添加反応が 生
ずると考 えられ る｡ 構造(也)か ら水分子が 活性部位か ら脱離した構造を図 3.6(k)に
示す｡ 構造(也)か ら水分子 を除い て しま うと基質と - ム の 第6配位子との 相互作用
系が 崩れ て し まうため ､ 計算に使用 したモ デル は前章で 求めた c o mpo und Iが 生成
した P- 45 0c a mの 構造か ら構築した ｡ 第6配位座の 酸素原子(01)は基質 C5原 子
と3･10Åで相互作用 して おり ､ - ム 鉄(Fe)とは1.73Åで 結合して おり† P-450全
体に つ い て M D計算を行 っ て 得 られ た結果(図軍･3 ではそれぞれ 3.48Å､ 1.77Å)
とほぼ 一 致 して い る o また ､ C5 - Fe 間距離及び 01 - e x o水素原子(H l)距離は
それぞれ 4.57Å､ 2.01Åで あり ､ 図 2.3に 示された構造 よりもか なり縮ん でお り ､
- 酸素原子添加反応が 生 じる準備が で きて い る こ とを示 して い る ｡ 水分子の 脱離
により ､ ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー が 20･3 kc al/m ol上昇 した(図 3.1(H)- (K))｡
表 3.5には構造(k)の ス ピ ン密度の 分布を 示 した ｡ これを見ると c o mpo u ndIの
01 原子 は フ リ ー ラジ カ ル の 性質 を有して い る こ とが わか る ｡ Ha rris らは基質 と
の相互 作用が 存在しない 場合に つし｢て[FeO]3＋ の ス ピ ン 密度の 計算を行 っ て い る
が[18ト 01原子 の ス ピ ン 密度は大きく ､ ラジ カル の 性質を有して い るとい う点で
我 々 の 結果と 一 致 して い る｡
フ リ ー ラジ カ ル が 炭化水素か ら1個の 水素原子を引き抜く こ とは よく知られて
い るのセ[32,33,34ト c ompound Iか らの - 酸素原子添加メカ ニ ズ ム はまず ､ 相互
作用して い る e ∬o位の水素原子 を基質か ら引き抜くこ とで 開始すると考えられ る｡
そ の 反応 に伴 うポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 変化 ､ 構造変化及び ス ピ ン 密度変化 をそ
れぞれ 図 3.7､ 図 3.6及び表 3.5に示す｡ 01と Ⅲ1との 距離が 短くなるに した が っ
て ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー が 上昇 し ､ 1.13Åで 遷移状態を迎 える (図 3.6(l) ｡ こ
の とき ､ C5原子 と Hl原子との 距離が初期値1.09Åか ら1.33Åに伸び ､ 一 方 ､ C5
原子と 01原子 との 距離が 3.10Åか ら2.46Å - と大きく縮ん で い る ｡ 01原 子と
H l原子と の 距離も2.01Åか ら1.13Å - と大きく縮ん で い る o Fe と 01原子と の
距離が 1.73Åか ら1.75Å - とわずか に伸び て い る o また ､ Fe - 01結合は H l原
子が 01原子 に近付くに つ れて Nlと N 4との 間に傾 い て い る ことがわかる ｡ 01 -
Fe - Cl角が 構造(I)で は 90･2度で ある の に対 し ､ 構造(b)で は 84･1度とな っ て い
る ｡ ス ピ ン 密度(表 3.5)をみ ると ､ H l の移動に つ れ て 基質が ラジ カル の 性質を帯
び つ つ ある の が わか る ｡ 遷移状態を越えると第6配位 子が OH 基 となり ､ ス ピ ン
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図 3.6: c o mpo u nd Iによる ､ 基質か らの水素原子引き抜き反応に伴う構造変化 図中の(k)-(m)
はそれぞれ 図 317 の(k)-(m)に対応して い る｡ また ､[(k)＋ H20ト[(1)＋ H20】及び【(m)＋ Ⅱ20]
の ポテ ン シ ャル エ ネル ギ ー がそれぞれ 図 3.1(K)､ (L)及び(M)に対応するo 図中の 数字は原子間
距離(A)で ある o ただ し ､ 01 - Fe - C lは角度(degre e)o
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Groups ofato m s StrlユCt11 reS
(k) (1) (m)
M odel of
P- 450
01 0.42 0.43 - 0.15
Fe -o.21 -0.08 -0.13
Cys(S-CH3) 0.68 0.21 0.32
(S ofCys) (0.49) (0.22) (0.32)
Porphin e O,11 0. 0 -0.02
Model of
Substrate
CH3(C5＋H 2＋H3 ＋H 4) 0.01 0.49 0.96
(C5 ofCH3) (0･01) (0.55) (1.13)
H l -0.00 -0.06 0. 1
表 3.5: co mpou nd Iによる ､ 基質からの 水素原子引き抜き反応に伴うス ピ ン密度変化｡ 構造(汰)､
(1)及び(m)は図 3･6を見よ. Po rphin e右耳M odelof P1450 から 01､ Fe and Cys を除い た残部を
示すo
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図 3.7: c o mpo u nd Iによる ､ 基質か らの 水素原子引き抜き反応に伴うポテン シ ャ ル エ ネル ギ ー
変化 グラフ の 横軸は 01原子と H l原子キの距離(A)､ 縦軸はそのポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 変化
(kcal/m ol)であるc
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密度が 基質ラジ カ ル に局在化 し た(表 3･5)構造が 生成す る(図 3.6(m))0 H l原子と
c5原子 との 距離は 2.45Åに 伸び ､ C5原子 と 01原子 との 距離及び C5原子 と Fe
との 距離 はそれぞれ 3.09Å､ 4.75Åと再び 初期値 と 同程度に伸び て い る｡ 01 -
Fe - Cl 角も 92.9度と ほぼ初期値に戻 っ て い る . Fe と 01原 子と の 距離は 1.79Å
とさらに伸び て い る ｡ また ､ こ の 反応に要する活性化 エ ネル ギ ー は 15.5 kc al/m ol
で あると求め られた ｡
O H基の 回転反応
前項 で 述 べ た水素原子 引き抜き反応 の 生成物か ら - 酸素原子添加 され た基質が
生成するた めに は基質の C5原 子と第6配位座 の 酸素原 子(01)とが 結合 し なくて
はならな い ｡ と こ ろが ､ その 引き抜き反応に よる生成物 をみ ると ､ C5原子 と 01
原子との 間には ､ 基質 e x o水素原 子由来の 水素原 子(E l)が存在して い るこ とが わ
かる(図 316(m))o 実際の 酵素中で は ､ 基質は Tyr96の OH 基を享保持されて い るた
め ､ そ の 動きは制 限され て い る ｡ そ こで ､ C5原子と 01原子との 結合が 生じ るた
めに は ､ Fe - 01結合軸の 回転 ､ すなわち ､ OH 基の 回転反応が 起 こ るこ とに よ
り ､ C5原 子 と H l原子との 相互作用を断ち ､ C5原子と 01原子 とが 結合 でき るよ
うな配置をと る こ とが 必要で は ない か と考えた｡ さらに ､ OH 基の 回転反応とし
て ､ 第6配位座側か ら見て 右回り の 回転及び 左 回りの 回転を考えた ｡ まず ､ 右 回
り回転反応 にお けるポ テ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 変化 ､ 構造変化及び ス ピ ン密度変化
を図 3.8､ 図 3.6､ 図 3.9及び 表 3.6に 示す｡ H l - 01 - Fe - Nl角の 初期値99.3
度か ら OH 基が右回りす るに したが っ て ポ テ ン シ ャル エ ネル ギ ー が 上昇 し ､ -30度
で遷移状 態を迎 える(図 3.9(n'))0 C5原子 と H l原 子と の 距離が 初期値 2.45Åか
ら3.33Åに伸び て い る｡ 遷移状態を越 えると ､ OH 基は Fe - 0結合に対 し ､ 基質
と反対側 に ま で 回転して 安定化す る(図 3.9(o))｡ こ の反応に 要す る活性化 エ ネ ル
ギ ー は 5.1kc al/m ol である ｡
次に左 回り 回転反応にお け るポ テ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 変化 ､ 構造変化及び ス ピ
ン密度変化を図 3.10､ 図 3.6､ 図 3.11､ 図 3.9及び 表 3.6に 示す. OH 基が 左 回
りするに したが っ て ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー が上昇し ､ 180度 で遷移状態を迎える
(図 3.ll(n))0 C5原子 と Hl原子との 距離が初期値2.45Åか ら2.59Åに伸び て い
る｡ 遷移状態を越 えると右回り の ときと同様 ､ O H基は Fe - 0結合 に対し ､ 基質
と反対側 にまで 回転して安定化す る(図 3.9(o))｡ こ の反応に 要する活性化 エ ネ ル
ギ ー は 2.8kc al/m ol である ｡
両者の 活性化 エ ネル ギ ー を比 べ て み ると ､ 左 回り 回転の 方が 右回り回転よりも
起 こりやす い と結論づ けられ る｡ これ は ､ 基質が - ム鉄原 子か ら見て N l､ N 2側
(図の奥方向)に存在してお り ､ 右回りの 方が左回り より も ､ OH基が基質との 相互
作用を断 ちにくくな るた めで あると考えられ る ｡ こ の こ とは構造(m)か ら遷移状
態に至 るまで の 二 面角 の変化が左 回りが約 80度 で あるの に対し ､ 右回りは紛130
度と大きくな っ て い る(由 3.8及び 図 3.10)ことか らも明らかで あるo また ､ 両者
とも+ 反応 中は C5 - H l間距離を除い て 構造 ､ ス ピ ン密度ともに著し い 変化は 見
られなか っ た(表 3.6)｡
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図3.8: 0Ⅱ 基の 右回り回転反応に伴うポテ ンシ ャ ル エ ネル ギ ー 変化 グラフ の横軸は二面角 H l -
01 - Fe - N l(degr ee)､ 縦軸はそ の ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 変化(kcal/m ol)で ある.
基質 へ の 一 酸素原子添加 反応
第6配位座 の O H基 の 回転に より ､ 01原 子と 基質 C5原子 とが直接向き合うこ
とが で き るよ うに なり ､ か つ ､ 3.18Åで 相互作用 して い るの で ､ あとは両者が 結
合する の み で ある ｡ その 反応に伴 うポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 変化､ 構造変化及び
ス ピ ン密度変化をそれぞれ 図 3.12､ 図 3.9､ 函 3.13及び 表 3.7に示すo
Ol原子と C5原子 との 距離が短くなるに したが っ てポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー が
わずか に 上昇し ､ 2･70Åで 遷移状態を迎える(図 3.13(p))｡ 遷移状態を越 える と
01原子と C5原子と の 距離が さらに短くなり ､ 結合を形成して大きく安定化す る
(図 3.13(q))0 01原子 と C5原子との 距離は 1.49Åとなり ､ また ､ - ム 鉄原子 と第
6配位座 の酸素原子と の 距離が初期値(1.79A)か ら2.09A - と伸び て い る ｡ ス ピ
ン密度の 変化 を見ると ､ 構造(o)で は基質に局在化 して い た ス ピ ンが ､ 構造(q)で
はFe に局在化す るように なる こ とがわか るo こ の反応に要す る活性化 エ ネル ギ ー
はわずか 1･2 kc al/m olで ある｡ 構造(q)からは - ム鉄原子と酸素原子との結合が 切
れて ､ - 酸素原 子添加反応が終了する ｡
以上の 結果 より
ー
､ C O mpO u nd I に よ る基質酸化機構 は ､ (1)基質か らの 水素原 子
引き抜き ､ (2)(1)に より第6配位座 に生成した OH 基 の 回転 ､ (3)基質ラジ カ ル と
O H基との 結合 ､ (4)第6配位琴に生成した酸化基質の 脱離 ､ とい う四?の プ ロ セ
ス を経る こ とが わか っ た ｡ 反応 の 律速段階は(1)､ すなわち基質か らの水素引き抜
き反応 で あり ､ その 活性化 エ ネル ギ ー は 15.5 kc al/m ol であるた め ､ 生体内で十分
に起こり得 る反応 で ある こ とが わか っ た ｡
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Gr o ups ofato m s Stru ctu r e s
(m) (n) (o)
(n
'
)
Model of
01 -0.15 0.12 -0.18
0.12
H I O.01 -0.01 0.01
P-450 -0.01
Fe -0.13 -0.15 _0.ll
-0.30
Cys(S - CH3) 0.32 0.06 0.32
0.24
(S of Cys) (0･32) (0･06) (0.32)
(0,25)
Porphin e -0.02 - 0.00 -0.02
- 0.03
Model of C H3(C5＋H2＋H3＋H 4) 0.96 0.98 0.98
Substr ate 0.98
(C5 of､C H3) (1･13) (1.14)
■
･(1.14)
(1･14)
表 316: O H基回転反応に伴うス ピ ン 密度変化o 構造(m)､ (n)､ (n
,)及び(ら)はそれぞれ 図 3.6,
図 3.11及び図 3.9を見よ ｡ 表 3.5 の キ ャプ シ ョ ン も見よ｡
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子と基質 C5原子と の距離(A)､ 縦軸はそ の ポテ ン シ ャ ル エ ネルギ ー 変化(kc al/m ol)で ある｡
Gro ups ofato m s Str u ctu r e s
(o) (p) (q)
Model of
Substrate
C H3(C5＋H 2＋H 3＋H 4) 0.98 0.94 -0.00
(C5 of CH3) (1･14). (1･10) (-0.00)
01 -0.18 -0.20 - 0.00
HI O.01 0. 2 0. 0
M odel of
P-450
Fe -0.ll -0.03 1.07
Cys(S - CH3) 0･32 0.31 0.02
(S ofCys) (0･32) (0･31) (0.02)
Porphine -0.02 -0.02 ⊥0. .10
表3･7: 基質と OH 基との結合反応に伴うス ピ ン硬度変化 構造(o)､(p)及び(q)はそれぞれ 図3.9
及び図 3.13を見よ｡ 表 3.5 の キャプシ ョ ン も見よ｡
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図 3･13: 基質と OH 基と の結合反応 に伴う構造変化｡ 図中の(p)､ (q)はそれぞれ図 3.12の(p)､
(q)に対応して い る. (o)の構造は図 3.9 を見よo また ､ [(p)＋ H20】及び[(q)＋ H2
シヤ ル エ ネル ギ ー がそれぞれ 図 3･1(P)及び(Q)に対応する｡ 図中の数字は原子間距離
44
a
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図 3.14: 新しい最終活性種による ､ 基質 - の 酸素原子挿入反応に伴うポテ ン シ ャ ル エ ネ ル ギ ー
変化 グラフ の 横軸は 02原子と H l原子との 距離(A)､ 縦軸はそ の ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 変化
(kc al/m ol)で ある｡ 図中の(i)､ (r)､ (s)はそれぞれ 図 3･5(i)､ 図 3.15 の(∫)､ (s)に対応 して い る ｡
3.3.5 新し い最終活性種からの 一 酸素原子添加メ カ ニ ズム
構造(i)(以後 ､ ｢新しい最終活性穣+ と よぶ)の ス ピ ン 密度分布をみ ると ､ 第 2章
で示 したの と 同様 ､ 注目す べ きこ とに 02原子の ス ピ ン密度は -0.00 で一 重項に なっ
てい る(表 3･4)o 一 重項酸素原 子 1D は ､ 一 段階挿入反応を起こ す ことか ら[36]､
同様に 02原子も ー 段階挿入反応を起こすと考えられ る｡ そ の ポテ ン シ ャ ル エ ネル
ギ ー 変化及び 構造変化をそれぞれ図 3･14､ 図 3･5及び 図 3･15に示すQ O2原子キ
Ⅲ1原子との 距離が 短くなるに つ れ て ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー が上昇 し ､ 1.40Åで
遷移状態を迎える(構造(r))｡ 02 - C5距離が 2.93Åから2.47Åに縮み ､ 02 - 01
間距離が 1.61Åから1.73Åに伸びた. C5 - Hl間距離も1,09Åから1.13Åとわず
かに伸びて い る ｡ また ､ 01 - Fe - Cl角が 81.9度か ら83.3度 - と変化 し ､ やや立
ち上が っ て い る ことが わか る ｡ 遷移状態を越 えると ､ 02原子が C5 - H l結合の 間
に入り込み ､ 1 01･8kc al/m olも大きく エ ネル ギ ー が 安定化す る(図 3.1 4)｡ 構造(s)
では ､ c o mpou nd Iを経る経路に おける最終生成物(構造(q))と異なり､ 第6配位座
に水分子が生成し ､ 水酸化 され た基質と2.65Åで水素結合して い る. 01 - Fe -
Cl角は 91･7度となり ､ - ム 面に対 し ､ ほぼ垂直で ある ｡ こ の 構造と c o mpoundI
を経る経路に おける最終生成構造(図 3.1(Q))との ポ テ ン シ ャ ル 羊ネル ギ - を比 べ
たと こ ろ ､ 0･5kc al/mol安定で あ っ た
,
(図 3･1). こ の 一 撃素原 子挿入反応における
活性化エ ネル ギ ー は わずか 4.2 kc al/m ol である ｡ また ､ こ の 反応にお い て ､ ス ピ
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.(∫)
は反応の 遷移状態構造で ある o それぞれ 図 3.1(氏)及び(S)に対応するo 図中の数字は原子間距離
(A)で あるo ただ し ､ 0 卜 Fe - Clは - ム 面と 01原子との なす角(degr ee)0
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Gro ups of ato m s Structu r e s
(r) (s)
01 o.oo _o.oo
H5 o.oo o.uo
H6 o.oo o.oo
Fe 1.09 1.07
Cys(S - CH3) 0.01 0. 3
(S ofCys) (o･o1) (0.02)
Porphine -o.o9 -0.09
C H4(C5＋ Hl＋ H 2＋ H 3＋ H 4) -0.03 -0.00
02 o.o2 -0.00
表 3･8: 構造(∫)及び(s)の ス ピ ン 密度分札 Porphin eは ､ モデ ル 化合物 から 01､ 02､ 耶 ､ H6､
Fe､ Cys 及び基質(C H4)を除いた残部を示す｡
ン密度分布 の 大きな変化 は見られ なか っ た(表 3.4､ 表 3.8)0
3.4 考察
3.4.1 r e sting状態からの 水分子の脱離機構
- ムが低 ス ピ ン状態(re sting状態)か ら高ス ピ ン状態 - 移っ て ､ 第6配位座からzk
分子が脱離す るとポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー が15.0kc al/m ol上昇する ことがわか っ
た(図 3.1(1))｡ しか し ､ 水分子が脱離するメカ ニ ズ ム は不明で ある｡ それに つ い て
調 べ た結果を図 3･16 に示す｡ re sting状態で は ､ 低 ス ピ ン 状態(二重項)が高ス ピ ン
状態(六重項)よりも3.5kc al/m ol安定で あ っ た｡ こ の ことは d- c a mphor フ リ ー の
P-450c amは低 ス ピ ン 状態で あるとい う実験結果と 一 致す る[39]. これ に対 し ､ 水
分子が脱離した状態 で は低 ス ピ ン状態(構造(b
”
)＋ H20)は構造(a)よりも エ ネル
ギ ー が31･2kcal/m ol高く ､ 高 ス ピ ン 状態(構造(b)＋ H20)は構造(a')より'も 11.5
kc al/m ol(構造(a)よりも 15･Okc al/m ol)高い ことがわか っ た｡ r e sting状態で は低
ス ピ ン 状態が 高 ス ピ ン 状態ょ りも安定なの に対し ､ 水分子が脱離した状態で は 高
ス ピ ン状態 の方が安定で ある こ とか ら ､ 図 3･1 6に示す よ
.
うに第6配位座か ら水分
子が脱離 して い く過程 で 低 ス ピ ン 状態か ら高 ス ピ ン 状態 - の cro s singが 生じ ると
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図3.16: r esting状態及び水分子が脱離した状態における低ス ピ ン 状態と高ス ピ ン状態との ポテ ン
シャ ル エ ネ ル ギ ー の 比軌 グラフ の横軸は - ム Fe原子と水分子の 酸素原子との距離(A)､ 縦軸はそ
のポテ ン シ ャ ル エ ネルギ - (kc al/m ol)で あるo 図中の(a)は図 3･1(A)に ､【(b)＋ Ⅱ20]は図 3.1(B)
に対応する ｡ また ､ (a)及び(b)はそれぞれ 図 3･2(a)及び(b)に対応する｡ (aりは構造(a)の 六重
項構造､ (b”)は構造(b)の 二重項構造で ある｡ こ の結果から ､ 第6配位座から水分子が脱離して い
く過程で低ス ピ ン 状態から高ス ピ ン状態 - の cr ossingが生 じると考えられ る｡
考えられ る｡
3.4.2 基質と ヘ ムの 第6配位子との相互作用
T hckeyらは ､ 1電子遺元 oxy- P-450は基質が結合した方が安定で あるこ とを報告
してい る[35】o そこ で ､ 基質との 相互作用に つ い て調 べ た｡ まず ､ 構琴(d)(図 3･3)
から基質を取り除い た構造を構造最適化計算により求めた｡ その 構造は ､ 基質の 有
無を除い て ､ 図 3.3(d)とほぼ同様 で あ っ た｡ こ の構造の ポテ ン シ ャ ル エ ネ ル ギ ー
と ､ 別の 計算に よ っ て 得られたメ タ ン 分子の ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー との 和を構
追(d)の ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー と比 べ たと こ ろ ､ 構造(d)が 6.7 kc al/m ol安定で
あるこ とが わか っ た(表 3･9(d)-(d
'
))｡ こ の 結果は ､ Tbckeyらの 主張と 一 致し[35ト
酸素分子が配位 した段階で 基質との 相互 作用が生 じて い る こ とを示 して い る ｡ ま
た ､ 最終活性種が生成す るま で の 各構造に つ い て も比較 した ｡ これ を表 3.9に 示
す｡ どの構造にお い て も基質と相互作用して い る方が安定で あり､ そ の 安定化 エ ネ
ルギ ー は 3 - 10kc al/m ol程度で あるこ とがわか っ た ｡ こ の こ とか ら ､
.
酸素分子が
配位して か ら最終活性種が 生成す るまで の 間 ､ 基質と第6配位子と の 間の 相互作用
が継続 して い ると考えられ る ｡ ただし ､ c o mpo u ndIを最終活性種とする反応プ ロ
セ ス では ､ 構造(也)が 生成した の ち水分子が脱離しなければならない の で ､ 基質 と
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Stabilization En ergy(kc al/m ol)
oxyge n m ole c ule (d)-(d
'
) - 6.7
bo und structu r e (e)- (e') J A
slngly proto n ated (fト(fり -6.7
structure (g)- (g') -10.8
doubly pr oto n ated (h)- (h') -9.0
structu r e (i)- (i
'
) -5.3
(j)-(j
'
) - 3 A
表 3･9: 基質と - ム の第6配位子との相互作用による安定化エ ネル ギ ー ｡ (dり-(jりは ､ 構造(d)-
臼)から基質を取り除い た構造の ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー と別 の 計算によ っ て得られ たメタン 分子
のポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー と の 和を示す｡
近位酸素原子 とが相互作用す る ような新し い配置が生 まれ る こ とが 必要で ､ 基質
と第6配位子 との相 互作用系が こ こで崩れて しまう｡ c o mpo u nd Iを経るプ ロ セ ス
で は ､ 基質を取り除い た構造及び ､ プ ロ ト ン結合に よ るポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー
変化は Har ris らの 計算結果[18]とほぼ 同様 で あ っ た ｡
3.4.3 P-4 5 0による 一 酸素原子添加機構における最終活性種の生成
過程
遭元された oxy-fe r r o u sP-450(図 3.3(e))に 2個のプ ロ トン を1個ず つ 導入 した結
果､ 遠位酸素原 子(02)に2個の プ ロ トン が結合する経路(図 3.1(E)- (F)- (H))､
すなわちc o mpo u ndIが生成す る経路が最もポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー が安定に推移
する経路で あるこ とがわか っ た｡ c o mpo u nd I が生成した場合､ 3.3.4で示 した よ
うに - 酸素原子添加反応が生じ る. こ の経路は 図 3･1 では(A)-(E) う (F)う (H)
う(K) ぅ(L) 1(M) →(N) う (0)1 (P) う (Q)となる ｡
これに対 し ､ 還元された oxy-fe rr o u sP-450(図 3･3(e))の 近位酸素原子(01)に 2
個のプ ロ ト ン が結合す る経路(図 3･1(E)う (G) 1 (
-
Ⅰ))は ､ 遠位酸素原子(02)に 2
個の プロ トン が結合す る経路よりもポ テ ン シ ャル エ ネル ギ ー が高く推移する経路 で
あり､ 一 見 ､ 不利にみえる o しか し ､ 1個目の プ ロ トン の結合により .40 kcal/m ol
以上安定化し ､ 2個目 のプ ロ ト ン の 結合に より300kc al/m ol以上も安定化するの
に比 べ
､ 構造(g)は 構造(ど)よ りもわずか 26･9 kc al/m ol､ 構造(i)は構造(h)より
も59･8kc al/m ol高い だけで ある ｡ こ の プ ロ トン が結合す る過程 は非常に大きなポ
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テ ン シ ヤ ル エ ネ ル ギ ー の 安定化を伴うの で ､ ポテ ン シ ャ ル エ ネ ル ギ ー が 最も低く
推移す る経路の みが 実現す ると は限らな い ｡ す なわち ､ 近位酸素原子に プ ロ ト ン
が 2個結合す る経路は ､ こ の よ うに大きな エ ネル ギ ー 安定化が 起 こ る過程 で は 実
現す ると考えられ る ｡ 近位 酸素原子 にプ ロ トン が 2個結合 した構造(構造(i))は ､
活性化 エ ネ ル ギ ー 4･2 kc al/m olで 容易に - 酸素原 子添加反応を起 こ し ､ これ は ､
c o mpo u ndIか らの挿入反応 にお ける活性化 エ ネル ギ.- 15.5 kc al/m olよ りもかな
り小さい o また ､ こ の 値は 一 重項酸素原子 1D の 炭化水素 - の 挿入反応における活
性化 エ ネ ル ギ ー (1 3kc al/m ol)よりも小さい[36]. した が っ て ､ 構造(i)か らの -
酸素原子添加反応は十分起こ り得る反応 で ある｡ こ の 経路は 図 3.1で は(A)-(E)
1(G) 1 (Ⅰ) う (氏) う(S)となる｡
P-45 0によ る炭化水素の 水酸化反応 は ､ 一 般的に(1)stere o che mistryが保 たれ ､
(2)isotope e鮎ctが 小 さい こ とが そ の 特徴とされ て い る[17, 40]｡ c o mpo und Iを
経る反応 は ､ その 生成の際 ､ 水分子が脱離す るた め ､ 構造(也)か ら(k)- 移行す
る際 ､ stere o cbe mistry が保 たれ なく な っ て しま う｡ しかも ､ c o mpo u ndI に よ る
基質酸化機構は 基質か らの 水 素引き抜き反応(図 3･1(K) う (L) う (M))を伴う
の で ､ 大きなis otope effe ct が観測 され て もい い はず で ある . これ に対 し ､ 新 し
く提案された最終活性種 に よる - 酸素原子添加反応は 一 段階で の 挿入反応 で ある
た め ､ ste r e o cbe mistryが 保たれ ､ is otope e鮎ctは小 さい ｡ すなわち ､ こ の 反応 は
cyto cbr o m eP-450に よる炭化水素の 酸化反応の 実験例を説明する こ とが で き るの
で ある ｡
もちろん ､ 本研究 で得られ た結果は ､ c o mpo und Iを経 る反応経路を否定す るも
の で は なく ､ こ の 経路も十分起こ り得る反応 で ある｡ ただし ､ こ の 反応は P_450に
よる基質酸化プ ロ セ ス 中 ､ 基質と遠位酸素原 子との 相互作用が 弱く ､ 保持され な
い場合に生ず ると考えられ る o 本研究で得られ た新しいメ カ ニ ズ ムと c o mpo u nd I
を経るメ カ ニ ズ ム に よ っ て 生成され る2種類 の 最終活性種 の 存在が ､ 多種多様 の
反応生成物が 報告され る理由を説明する の で はない か と考えられ る[17,40]｡
還元された oxy-fer r o u sP- 450(図 3･3(e) げ ロ ト ン が遠位(02)畢び近位酸素原
千(01)に 1個ず つ 結合して 第6配位座に過酸化水素分子が 生成する経路(図 3.1(E)
十 (F) 1 (∫)または(E) → (G) → (∫))が存在する｡ こ の 経路は 図 3.1で は(A)
～(E) 1 (F) (ま た は (G))う (∫)となる ｡ しか し ､ - 酸素原 子添加活性が 低 い
P-450c am の変異体にお い て ､ 過酸化水素の 生成量が増加する ことか ら[41】､ 過酸
化水素が 生成す るときには ､ 酵素が不活性化され て い ると考えられ る. よ っ て ､ -
酸素原子添加反応 は起 こ らない もの と考えられ る ｡
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第4章 ヘ ムタ ン パク質に よる N ー ア ル
キル ア ミ ン の脱ア ル キル 脚 こ
関する 一 次同位体効果
4.1 序論
本章では ､ c o mpo u ndIを経由するメ カ ニ ズム に関連 した研究を行 っ た結果を報
告する｡
前章に おい て ､ c o mpo und Iが基質か ら水素原子 を引き抜く反応の メ カ ニ ズ ム
を報告 した o 同じ最終活性種は ペ ル オキ シ ダ ー ゼ にも存在するが ､ 柳 o chro m e P-
450や ペ ル オキ シダ ー ゼ に よ る基質C - H 結合からの 水素引き抜き反応にお い て
kinetichydr ogen is otope effe ct(K H IE)が観測され る ことは数多く の実験的研究か
ら明らか に な っ て い る[42-49]｡ N- alkyla min eの N- de alkylatio nも C - H 結合 の 開
裂に始まるの で ､ 反応機構の 解明の た め ､ K HIEを用 い た研究が多く行われ て い る
[46-49]o こ の 反応に お い て cyto chr o m eP- 450や cblo r ope r oxidas eで は K HI Eは小
さく ､ ho rs e r adish peroxida s eや he m oglobin など で は 高い[47-49]｡ こ の K HIEの
違い を説 明す るために ､ N-de alkylaito nにおい て - ム タン パ ク質が 触媒す る水 素
引き抜き反応に つ い て大きく分けて 二 つ の メ カ ニ ズ ム が提案されて い る｡ 一 つ は ､
基質か ら単純に 水素原子を引き抜く メカ ニ ズ ム ､ もう 一 つ は ､ 基質か ら1個の 電
子を引き抜 い て カチ オ ン ラジカ ル を生成した後 ､ そ の カチ オ ン ラジカ ル か らプ ロ
トン を引き抜くメ カ ニ ズ ム で ある[47-50]｡ 本論文で は ､ これ ら二 つ の メカ ニ ズ ム
の 正当性を検証す るた めに - ム タ ン パ ク質に よる N,J甲-dim ethyla nilin e(P h NMe2)
の N-de alkylatio nに お ける分子内1次 K H IE の値を量子力学的理論計算に よ っ て
求め ､ 実験と比較したo その 結果 ､ 1次 K HIE のみ で 実験値を説明でき る場合が 4
例ある ことが わか っ た｡
有機化学反応に つ い て の 同様 な研究は ､ Sw ain ら[叫やStrei七wie se rら[52]に
よっ て既に行われて い るo Sw ain らは重水素原子に よる1次 K HIEと三重水素原子
による1次 K HI Eとの 間に成立する関係式 ､ Sw ain-Scha ad式((4.1)式)が実験か ら
得られた K HIEを o-1 00℃の 範囲で 良く説明するこ とを示 した
.[叫 ｡
kH/kT - (kⅡ/kD)
1-442
(4.1)
この式を導くに あた っ て ､ 彼 らは水素同位体が 質量 - の 壁と結合して い る モデ ル
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を用 い て い るが ､ Streitwies erらは 12c - H(または D ､ T)結合を用い て 同様の 式を
導き ､ 指数部分が 1･42 7となるこ と を示 した【52]｡ 酵素反応に つ い て の例と し て は ､
Gr antらが ､ bo vine s eru m amin e oxida s e(BS A O)が触媒するbe nzyla mineの 酸化反
応におけ る K H I Eを実験的に求め ､ それ を用い て ､ 指数 を算出して い る[53]｡ 本研
究で ､ 我々 は - ム タ ン パ ク質に よる Pb N Me2の N-de alkylation に つ い て P b N Me2全
体を考慮 して 量子力学的計算により(1)式を求めた結果 ､ (1)式の 指数部分がSw ain
らの 値と Streitwies erらの 値と の 中間の 値 1.432となる こと を示 した｡
水素原子 の 質量が 小さい こ と か ら ､ K H IEには ト ン ネル 効果を考慮 した研究が
数多く行われて い る【5 4-60]｡ Sa u nde r sは ､ C CH2CH2Cl ＋OH
-
1 C CH - CH2 ＋
Cl
‾
に つ い て トン ネル 効果が 重要で あると論じて い る[56]｡ K lin m an の グル ー プ
は ､
. yea st alc oholdehydroge n a s e(YAD H)が触媒す る benzy1alc oholの 酸化反応 に
おけ る K HIEを実験 的に求 め ､ 観測された kH/kT 値と Sw ain -Scba ad式に より 求
めた kⅡ/kT 値と の 比 較を行 っ たと こ ろ ､ 1次 K H IE､ 2 次 K EIE とも観測値が計
算値を大きく上回 っ たの で ､ こ の 酵素反応 にお い て hydrogen tu n n elingが 生じて
い ると主張した[57,58]｡ また ､ B E BO VIB IV プロ グラム[叫を用 い た計算に よ
り､ 反応 の 遷移状態付近の トンネ ル 効果を考慮す ると実験値に近 い 計算値が得ら
れ るこ と を示 した[59]o ま た ､ 彼 らは ､ BS A O が触媒す る be nzyla min eの 酸化反
応に つ い て も KHI Eを実験的に求 め ､ 1次 K H IE(kH/kT)が 異常に大きい こ と ､ 1
次K HIEにお ける Arrhe niu s頻度因子の 比 AH/AT ､ AD/AT が 非常に小さい こ とか
ら､ pr otiu m及び de u七e ri11 mの 引き抜き反応に 関して ト ン ネル効果が 存在して い る
と主張した[53,5 8]｡ Anto niou らは ､ この K HI Eに対す る解釈と して ､ (1)基底状
態か らの tun neling､ (2)over -the-barriertransfer及び 励起状態か らの tunn
.
eling､
とい う2 つ の tu n neling m odelを提案して い る[60]｡ - ム タン パ ク 質に よる N - ア
ル キル ア ミン や N - ア ル キ ル ア ミ ドの 脱メチ ル 化反応 における K H Iモ=こは活性部位
にお ける基質と c o mpo und Iと の相 互作用様式の違い[48]や ､ 活性部位で の N- メ
チ ル 基の 回転反応[62]が影響を与えると報告され て い る ｡ しか し ､ - ム タ ン パ ク
質によ る脱メチル 化反応の 実験デ ー タはSw ain-Schaad式か ら予測され る備に比 べ
て ､ KHIE の値が 大き い場合と小さい場合が あり ､ トン ネル 効果やそ の 他の原因が
複雑に影響して い ると考えられ るが ､ 本研究で は ､ 純粋にゼ ロ 点振動の 効果の み
に つ い て 考察した｡
4.2 理論
C - H 引き抜き反応 のthe s addlepointにお いて ､ 位置座標が相対的に大きく変
化する原子 は反応が 起 こ る C - H 結合に局在して お り ､ 他の 原子間の 相対配置は
始原系とあまり変わらないと考えられ る｡ したが っ て ､ 反応 の活性化 エ ネル ギ ー は
C - H 引き抜き反応 の反応座標上の the s addlepointの ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー と
こ の反応座標に つ なが る反応始原系の 基準振動 の ポテ ン シ ャ ル エ ネ ル ギ ー の 差と
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なる ｡ た だし ､ こ の 場合 ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 超曲面は反応系 の 代表点の 質量
を 一 定とす るた め ､ 質量加重座標 系で 求め るもの とす る ｡ こ の ポ テ ン シ ャ ル エ ネ
ルギ ー 超曲面 上の 水素引き抜き反応の 反応座標 にお い て ､ the s addlepointの ポテ
ン シ ャ ル エ ネ ル ギ ー は H ､ D 及び T の い ずれ の 場合も同 じ値を と るが ､ 反応始原
系にお い て は H ､ D 及び T それぞれ の 場合に つ い て 臭 っ たゼ ロ 点振動 エ ネル ギ ー
をとるた め ､ 活性化 エ ネル ギ ー が 変化す る[63]o こ の ような 理由に より ､ PhN Me2
の N-dealkylation にお ける分子 内1次 K HI Eは ､ C - H(Hydr ogen)(あるい は C -
D(De uteriu m)､ C
- T(Tritiu m))結合か らの H(ある い は D ､ T)引き抜き反応 の
反応座標に つ なが る基準振動におけ るゼ ロ 点振動 エ ネル ギ ー の 差に より求 め るこ
とが でき る ｡ これ らの 基準振動の ゼ ロ 点振動 エ ネル ギ ー をそれぞれ EⅡ ､ ED ､ ET ､
水素原子 の 引き抜き反応に おけ る活性化 エ ネル ギ ー を Ea とす ると ､ 反応速度kH ､
kD , kで は Ar rbe niu s式 よりそれぞれ
kH - AHeXp(千(Ea - EH)/R T) (4.2)
kD - ADeXP(- (Ea - ED)/RT) (4･3)
kT - ATeXp(千(Ea - ET)/R T) (4･4)
となる ｡ こ こ で ､ AH ､ AD ､ Aで はそれぞれ H ､ D ､ T 引き抜き反応に おける頻度
図子 ､ R は気体定数 ､ で は 温度 で ある ｡
とこ ろで ､ Scbneider らは ､ tun nelingを考慮しない場合の 1次 K H IEに対す る頻
度因子の 比 AQ - AH/A｡ を求 め ､ AQ ≧ 0.5 と評価 して い る[64]｡ しか し+K lin -
m a nの グル ー プ は ､ clas sic al b占havio r(n otu n n eling)に おい て は 1ight(Ll)及び
he avy(L2)is otopeにお ける頻度因子の 比は ALl/AL2≒ 1 であると説明して い る[54,
55】｡ 本研究で は ､ tu n n elingを考慮 しない の で ､
AH - AD - AT (4･5)
であると仮定した｡ す ると ､ 重水素及び 三重水素に つ い て の 1次 KHIl引まそれぞれ
kH/kD - eXP((EH - ED)/RT) (4.6)
kH/kT - e XP((EH - ET)/RT) (4･7)
と求められ る o こ の 効果に つ い て P h NMe2 の N- メ チル 基か ら水素(卒る い は その
同位体)原子が引き抜かれ る場合と P h N Me2 カチ オン ラヴカ ル の N- メチル 基か ら
プ ロ トン(ある い はそ の 同位体イオ ン)が引き抜かれ る場合に つ い て 検討を行 っ た ｡
なお ､ 実験結果[48]と の 比較 の た めに ､ T は298.15 K(25℃)､ 310.15 K(37℃)の
三通りを考慮 した ｡
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4.3 方法
Pb N Me2 及び P b N Me2 カチ オ ン ラジ カ ル に 関する Scbr6dinger 方程式を密度汎
関数法(DFT 法)を用 い て 解い た ｡ 基底関数系として 6-31G* *を用い ､ 交換項に は
Be cke's thr e epara m eter functio nal[28]を ､ 相 関項の 計算に は Lee- Yang- Par rの
式[29]を用 い た ｡ ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 超 曲面にお ける極小点の構造を全原 子
に つ い て 十分 に最適化 を行 っ た ｡ こ こ で得られた最安定構造に つ い て 基準振動解
析を行 い ､ 得 られ た振動 モ ー ドに おけ る振動数が 全て 実数で ある こ と ､ すなわち
エ ネ ル ギ ー 極小構造 で ある こ と を確認 したo そ して ､ そ の構造における 2個の メ
チル 基の うち ､ 一 方 の 水素原子 を全 て 重水素原子 または 三重水素原 子に 置換した
[N-
1H3,N -
2H3]P h N Me2 ､ [N -
1H3,N-
3H3]PhN Me2及び これ らの カチ オ ン ラジ カル に
つ き基準振動解析を行 い ､ C - H 緒合(あるい は C - D 結合 ､ C - T 緒合)の解裂
に つ なが る伸縮振動 に局在化 した振動 モ ー ド を見い 出し ､ それ らの 振動数 v を求
めた｡ 使用 したプ ロ グラ ム は Ga u s sia n98[30]で ある ｡
ゼ ロ 点振動 エ ネル ギ ー は 九〝/2(㍍ プ ラン ク定数)に より算出し ､ 4.2に記述 した
手順で 1次 KHIE を求めた ｡
4.4 結果
P h N Me2 の 最安定構造を図 4･1(a)に示 す｡ 上 図と下図か ら ､ N ､ C(3)､ C(4)､
H(7)を含む平面に 対 し ､ 対称構造 をと っ て い るこ とが わか る ｡ こ の構造に つ い て
基準振動解析を行 い ､ 各振動 モ ー ドに 関する振動数が 全て 実数 で ある こ と
.
､ す な
わち､ ポ テ ン シ ャル エ ネル ギ ー 面の極小値に存在す る構造で ある ことを確認 した｡
こ の 構造か ら水素原子が 引き抜かれ る反応 を考える ｡ N - メチル 基に結合 して い
る6個の 水素原子の うち ､ H(1)が 引き技か れ る場合を考えた ｡ H(1)と C との 距
離をo.4 Å離す と ､ 反応座標 に寄与する振動は H(1) - C 結合に 局在す る こ とが
わか っ た ｡ 分子 内1次 K HIEを研 究す るた め ､ H(1)が引き抜かれ る反応 は H(4)
- H(6)を重水素原子 に置換した場合に つ い て ､ D(1)が 引き抜かれ る反応 は H(1)
- H(3)を重水素原子 に置換した場合に つ い て 基準振動解析を行 い ､ N- メチ ル革の
C - H(1)及び C - D(1)引き抜き反応の 反応座標に つ なが る基準振動の 振動 モ ー
ドを調 べ た ｡ そ の 結果を図 4.2に示す｡ H(1)及び D(1)が引き抜かれ る反応座標 に
つ なが る基準振動の 振動数はそれぞれ 2986.3c m ‾ 1､ 21 53.9c m - 1 で あ っ た ｡ これ を
用い て 4.2に 記述 した手順に従 い 分子 内1次 K H IEを求 めたと こ ろ ､ 表 4.1 に示
すよ うに ､ kH/kD の 値は 298.15 K では 7.451､ 310.15K で は 6.894 であ っ た o 同
様の研究を E(4)- H(6)を三重水素原子に置換した場合と H(1)- H(3)を三重水素
原子に置換した琴合に つ い て 行 っ た ｡ N- メチル 基の H(1)及び T(1
■
)の 引き抜き反
応の反応座標 に つ なが る振動 モ ー ドを図 4.3に示す ｡ こ の 場合 ､ 振動数はそれぞ
れ2986.3cm
- 1
､ 1 794.4c m
- 1
. で あ っ たo これを用 いて 4.2に記述した手順に従 い分
子内1次 K HIE を求 めたと こ ろ ､ kH/kで は 298.15K で は 1 7.742､ 31 0.15 Kで は
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(a)
(b)
C(4)
H(7)
C(3)
H(4)
H(1)
H(6)
H(3)
H(5)
H(2)
H(1)
H(7)
C(4) C(3) N
H(2)
H(4)
H(2)
N
C(3)
C(1卜N I C(2卜C(3)≡ 1 79. degre e H(4)
H(2)
H(3)
H(5)
C(2)
C(1)
H(1)
H(1)
H(5)
H(6)
H(3)
H(6)
H(3)
図 4.1: D F T法により求 めた(a)N-dim ethyla nilin e､(b)N-dim ethylanilin eカチオン ラジカ ル の
最安定構造｡
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(a)
29 86.3cm
-1
(b)
21 53.9 c m
･1
D(4)
H(1)
H(4)
D(1)
D(6)
H(3)
H(6)
D(3)
D(5)
H(2)
H(5)
D(2)
図 4.2:【N-1H3,N -2H3]Ph NM e2 の(a)H(1)引き抜き反応 の反応座標につ ながる基準振動モ ー ド
と振動数o (b)同様に D(1)の 場合o
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(a)
2986.3 c m
-1
(b)
1794. c m
-1
T(4)
H(1)
H(4)
T(1)
T(6)
H(3)
H(6)
T(3)
T(5)
H(2)
H(5)
T(2)
図 4.3:[N -1H3,N -3H3]P h N Me2 の(a)E(1)引き抜き反応の 反応座標に つ ながる基準振動モ ー ド
と振動数｡ (b)同様に T(1)の場合｡
5 7
Ze r opoint vibration alenergy(kJ/m ol)
Mole c ule
[N- ITS,N-2H3]P h N Me2 17.862 12.883
[N-1H3,N-3H3】P b N Me2 17.862 1 0.733
[N)H3,N-2H3]P h N Me2 18.294 13.151
c atio n r adic al
[N-1Ⅲ3,N13H3]P h N Me2 18.294 1 0.928
c a七io n radic al
Intr a m ole c11arkin etic hydr oge nis otope e触ct
Mole c ule
kE/kD kⅡ/kT
298.15K 310.15 K 298.15 K 310. 5 K
[N-1H3,N-2H3]P h N Me2
[N-1H3,N-3H3]P h N Me2.
[N-1H3,N-2H3]P h N Me2
c atio n radic al
[N-1H3,N-3H3]P h N Me2
catio n r adic al
7.451 6.894
7.960 7.346
17.742 15.873
19.518 1 7.399
表 4.1: 理論計算により得られた 臥 D､ T 引き抜き反応の 反応座標につ なが る基準振動のゼ ロ
点振動エ ネルギ ー (k J/m ol)と ､ それ を用 い ､ (4.6)式及び(4･7)式 によ っ て 得られ た分子内 1次
EHI Eo
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15.873の 値を得た(表 4.1)0
P h N Me2 カチ オ ン ラジ カル に つ い て も P h N Me2 と同様に調 べ た ｡ そ の 最安定構
造を図 4･1(b)に 示す｡ 窒素原子及び そ の 窒素原子 と結合 して い る 3 つ の 炭素原 子
C(1)- C(3)は 同
一 平面上に位置 して い る ｡ ま た ､ 図 4.1(b)の 下図に示す よ うに ､
C(1)と C(2)を重ね合せ て み ると ､ H(1)- H(6)は ､ ゴ ー シ ュ 型の コ ン ホメ - シ ョ ン
をと っ て い る こ とが わか る ｡ こ の 構造に つ い て 基準振動解析を行 い ､ 各振動 モ ー
ドに関す る振動数が 全て 実数 で ある こ と ､ すなわち ､ ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 面
の極小値に存在す る構造 で ある ことを確認した ｡
こ の 構造か らプ ロ トン が 引き抜かれ る反応を考える ｡ N - メチ ル 基に結合 して い
る6個の 水素原 子 の うち ､ H＋(1)が 引き抜かれ る場合を考えた . C - H＋ 結合長が
平衡構造か ら0.4Å離れ ると正電荷は ほぼ こ の H原子に集中し ､ 反応座標に寄与す
る振動は こ の C - H＋ 結合長の 変化に 局在化す るこ とが わか っ た｡ H＋(1)が 引き抜
かれ る反応は H(4)- 冗(6)を重水素原子 に置換した場合に つ い て ､ D ＋(1)が 引き抜
かれ る反応は H(1)- H(3)を重水素原子に置換した場合に つ い て 基準振動解析を行
い ､ N- メ チル 基の H＋(1)及び D＋(1)引き抜き反応の 反応座標 に つ なが る基準振動
の振動モ ー ドを調 べ た｡ そ の 結果を図 4･4に示す｡ H＋(1)及び D＋(1)引き抜き反応
に つ なが る基準振動 の振動数はそれぞれ 3058.5c m - 1､ 2198.8c m - 1 で あ っ た｡ これ
を用い て 4.2に記述 した手順に従 い 分子 内1次 K H IEを求めたと こ ろ ､ 表 4.1に 示
すように ､ kⅡ/kD が298.15 Kでは 7.960､ 310.15K では 7.346 であっ た ｡ 同様 の研
究を H(4)- H(6)を三重水素原子 に置換した場合と H(1)- Ⅲ(3)を三重水素原子 に
置換した場合に つ い て も行 っ た｡ N - メチル 基の H＋(1)及び T＋(1)引き抜き反応 の反
応座標に つ なが る基準振動モ ー ドを図 4.5に示すo 振動数はそれぞれ 3058.5c m
- 1
､
1827.Oc m
- 1 で あ っ た . 4.2に記述 した手順に従い 分子 内1次 K HI Eを求めた とこ
ろ ､ kH/kT が 298･1 5 K では 19･518､ 310･15 K では 17･399 であ っ た(表 4.1)0
4.5 考察
4･5･1 kH/kD とkH/kT との関係
前述した ように ､ Sw ain らは重水素と 三重水素に よる 1次 K HIE と の 間に(1)式
に示され た関係 を理論 的に見 い 出して い る[叫 ｡ 今回 ､ 錘論計算に より求 めた結
果を用い ると ､ P bNMe2 の N- メチル 基か ら水素(あるい はその 同位体)原子が 引き
抜かれる場合､ 298.15 K で は ､
kH/kT - (kH/k,)
1A 31990 048～
-
.(kH/kD)
1･432
(4.8)
310.15 K では ､
kk/kT - (kH/k,)
1･43196 2008
辛(kH/k,)
1･43 2
(4.9)
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(a)
305 8.5 c m
･1
(b)
219 8. cm
-1
D(4)
H(2)
H(4)
D(2)
D(5)
D(6)
H(3)
H(1)
H(5)
H(6)
D(3)
D(1)
図4.4:【NJⅡ3,N-2H3]Pb N Me2 カチオン ラジカル の(a)H＋(1)引き抜き反応の反応座標につ なが
る基準振動モ ー ドと振動数｡ (b)同様に D＋(1)の場合｡
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(a)
305 8.5 c m
･1
(b)
182 7.0 cm
-1
T(4)
H(2)
H(4)
T(2)
T(5)
T(6)
H(3)
H(1)
H(5)
H(6)
T(3)
T(1)
図4.5:【N -1H3,N -3H31P b N Me2 カチオ ン ラジカル の(a)H＋(1)引き抜き反応の反応座標に つ なが
る基準振動モ ー ドと振動数｡ (b)同様に T＋(1)の 場合｡
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とい う関係が 得 られた ｡
Pb N Me2 カ チ オ ン ラジ カ ル の N一 メ チル 基か らプ ロ トン(あるい はそ の 同位体イ
オ ン)が 引き抜かれ る場合 ､ 298.1 5 K では ､
kⅡ/kT - (kH/k,)
1･432363 854 I
-
.(kH/k,)
1･432
(4.10)
310.15 K では ､
kH/kT - (kE/k｡)
1･432 39185 3
≒.(kH/k｡)
1･4 32
(4.ll)
とい う関係が 得られ た｡ 理論計算に より得られた(4.8)-(4.ll)式は(4.1)式やStre-
itweise rらが 提案した式[5 2]ともよく 一 致して い る ことが わか るo Swain らが導い
た式もStreitwie s e rらが導い た式も1次 K H IEを想定して い る｡ 本研究で 得られた
結果は ､ 基底状態 にお い て ､ 水素引き抜き反応に 局在化 した振動 モ ー ド における
振動数か ら求め て い る の で ､ 1次 K HIE で あり ､ また ､ H ､ D ､ T それぞれに つ い
ての 頻度 因子が等 し い と佼 定した場合､ 両者 の 式を再現す る こ とが で きる ｡ 後述
する ように ､ 4例 に つ い て は 1 次 K HI Eだけで 実験値を鋭明でき る｡
4.5.2 実験との比較
Okazakiらは P h N Me2 の N -de alkylatio nに お ける分子 内KH I Eに つ い て 重水素
効果 の みならず 三重水素効果に つ い て も考慮 し ､ cyto cbr o m eP- 450や horse radish
per o xida s eを含む複数 の - ム タ ン パ ク質に つ い て 検討を行 っ た結果を報告し て い
る[48】｡ そ の うち4例は本研究で 明らか にした1次 K H IE のみで説明できる ことが後
に示すよ うに明らか となっ た｡ その実験値を表 4･2に示 した(Expe rim e ntalre sults)0
実験温度は cyto chr o m eP-450及び be m oglobin は 310.15K(37℃)､ pro stagla ndin
H synthase及び bors eradish pe r oxidas eは 298･15 K(25℃)で ある ｡
と.こ ろで ､ No rthr op は見か けの is otope effe ct((Ⅴ/K)I/(V/K)D 及び
(Ⅴ/K)H/(Ⅴ/K)T)か ら真の is otope e鮎ctを導く式
馳 _二ユ= 岨
(Ⅴ/K)Ⅱ/(Ⅴ/K)T - 1 (kⅡ/kT) - 1
(4.1 2)
を提案して い る[65]｡ 両辺 を見比 べ てみると ､(Ⅴ/K)H/(Ⅴ/冗)D(表 4.2 のD(Ⅴ/K))
と(kⅡ/kD)､ (Ⅴ/K)Ⅱ/(Ⅴ/K)T(表 4･2の T(Ⅴ/K))と ′(kE/kT)とが対応 して い る の
で ､ 実験に より求められた分子 内 KHIEと ､ 今回我々 が理論計算に より求 めた分子
内1次 K HI Eとが 比較でき る ｡ その 値を表 4･2 に示 した(Theo r etic alre s ults)｡ 実
験値と理論 計算値とは ､ そ の値を求め るプ ロ セ ス が 異なるの で ､ ど の - ム タン パ
ク質の場合も値が大きく異な っ て い る ｡ そ こ で ､ 実験で得られた D(Ⅴ/K)値で 理論
計算値を規格化す る こ とを試みた ｡ そ の 値を表 4.2 の括弧内に示 した ｡ その 値はど
の - ム タン パ ク質の 場合におい て も実験値と如常に よく 一 致 して い る ｡ 通常 ､ 実
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Syste m
a Expe rim e ntal T he oretic alr e s ults
f
res ultsa
n e lltr ald c atio ne
D(Ⅴ/K)
b kH/k｡ kE/k｡
T(Ⅴ/K)
c
kE/kT kH/kT
P 4502 B l, r educta se,
NAD P H (310･15 K)
Prostaglandin H syn七bas e,
H202 (298.15 K)
He m oglobin, C2H50 0E
(310･15 K)
Horser adishper o xidas e,
C2H50 0H (298.15 K)
1 A 6･894(1 A)
3A r15･873(3.2)
3.5
8.1
5.2
13.6
5.3
12.7
7･451(3.5)
17･742(8･3)
6･894(5･2)
15.873(12.0)
7･451(5･3)
17･742(12.6)
7･346(1.4)
17.399(3.3)
7･960(3･5)
19･51 8(8.6)
7･346(5.2)
17･399(12･3･)
7･960(5.3)
19･518(13.0)
a: Ref･ 481 b: D(v/K) - (V/K)冗/(V/K)D ･ Ftom Ref･ 48･ c: T(v/E) - (Ⅴ/K)a/(V/a)T ･
Fto m Ref･ 48. d: P h N Me2. e:P h N Me2Ca七io n r adic al. f: Deter min ed by七hepr o c edur edes cribed
in 4･2･ Nu m er als in pa r entheses a re relative v alu es n or mal iz ed by
D(v/E)valu e ob七aln ed by
e xperim ents.
表 4･2: 分子内 K H IEに関して行 っ た実験値[48]と理論計算値と の 比軌 これ らの 4例の 実験値
は1次 ⅨH IEの みで 税明で きる｡
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験か ら得られ る K H IEは ､ 水素(ある い はそ の 同位体)原子やプ ロ ト ン(ある い は
その 同位体イ オ ン)引き抜き反応 に よる K HI E以外の 要因も含まれ るが ､ こ こ に 示
した実験値は ､ 理論計算値と 比較す ると ､ まさに水素(あるい はそ の 同位体)原 子
やプ ロ トン(ある い はそ の 同位体 イオ ン)引き抜き反応に よ る1次 K HI Eが 示 され
て い る こ とが わか る ｡ また ､ 実験的結果 を見ると水素原子 を基準と した K H IEに
は - ム タ ン パ ク質ごとに差が 見られ るが ､ 重水素原子 を基準に し て み ると ､ 実験
的結果も理論的結果 も三重水素原子と重水素原子と の 比 は約 2倍程度で 大きな違
い は見られ ない ｡
表 4.2には 1次 K H I E のみ で実験値を説明で きる - ム タ ン パ ク質に つ い て 示 した
が ､ 多く の 実験値[e･g･ 47, 48]は必ず しも1次 K H IE のみ で は説明で きない 種 々 の
要圃(例えば ､ 活性部位にお ける基質と c o mpo u nd Iと の相互作用様式の違い[48ト
活性部位で の N - メチ ル 基 の 回転反応[62]､ トン ネル 効果や 2次 K H IEなど)に よ っ
て修飾 されて い ると考えられ る｡
M iw aらは ､ 複数の ヘ ム タン パ ク質に つ い て N -de alkylatio nに関す る分子 内K HIE
を求め ､ bors eradisb peroxida s eな ど ､ K HIEが 高 い - ム タ ン パ ク 質で は基 質か
らの 水素原 子 引き抜き反応が 起 こ っ て おり ､ K HI Eが 低 い cyto chr o m eP-450や
chlo r ope r o xidas eで は基質か らの脱プ ロ トン化が起こ っ て い ると主張して い る[47]｡
また ､ O kazakiらも複数の - ム タ ン パ ク質に つ い て N-de alkylatio nに 関する分子 内
K HIEを求め て い る｡ その 結果か らcyto chr o m eP-450やchlo r ope r o xida seは基質か
ら - 電子引き抜きを行 っ たの ち ､ 基質ア ミ ニ ウム ラジカル からの脱プロ トン化を触媒
するが ､ hors eradishperoxida s e､ pr o stagrandin H synthas e､ he m oglobin で は基質
からの - 電子 引き抜きしか触媒せず ､ その ため高い K H IEが観測されて い ると主張
して い る[48]o しか し ､ 表 4･2をみ ると規格化された理論計算値は n e utral(PhN Me2)
の 場合と c atio n(PhN Me2 カチ オ ン ラ ジカ ル)の 場合と で 大きな差がみ られな い こ
とがわか る｡ こ の こ とは ､ N-de alkylaito nに お いて - ム タン パ ク質が触媒する水素
引き抜き反応 で 提案され て い る 2 つ の メ カ ニ ズ ム ､ すなわち基質か ら水素原子を
引き抜く メカ ニ ズ ム 及び 基質か ら1 個の 電子 を引き抜 い て カチオ ン ラジ カル を生
成し ､ そ の カチ オ ン ラジカル か らプ ロ トン を引き抜くメ カ ニ ズ ム の どちらが起 こ っ
て い るか を K HIEの 測定のみか らで は判定する ことは できない ことを示して い る ｡
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第5章 p - 4 5 0に よる - 酸素原子添加
反応メ カ ニ ズム におけ る ヘ ム
の役割
5.1 序論
本章と次章で ､ 本研究 で新たに 見い 出され た P A50に よ る - 酸素原子 添加反応
機構に関連 した研究の 結果を報告する ｡ 本章で は ､ P-450に よる - 酸素原子 添加反
応サイ クル 中に現れ る反応 中間体の 構造を密度汎関数法(D F T法)に よ っ て 理論的
に決定す る こ とで 第 2章で 述 べ た分子動力学(M D)計算に使用する ためのデ ー タ
を得る こ とと ､ - 酸素原 子添加機構における - ム の 役割 を考察する こ ととを目的
とした｡ また ､ 実験と は独立に得られた これらの 理論的結果 を実験 で得 られ た反
応中間体構造[31, 66】と比較 した ｡
5.2 方法
5.2.1 計算に使用したモデル の構築
Poulo sらは Ⅹ 線結晶解析 に より ､ 基質フ リ ー の Pseudo m o n a sputida 由来 の P-
450c a mの 三次元構造[37]を決定 した(codein PDB[12,13,14]: 1pbc)｡ その 活性
部位を図 5.1に 示 す｡ D F T計算に使用した モ デ ル は ､ 図 5.1 の 黒丸 で示 した原子
は残し ､ 白丸で 示 した原子は水素原子に置き換えて 構築した｡ そ の モ デル を図 5.2
に示す｡
5･2･2 計算の詳細
モデ ル 化合物に 対す る Schr6dinge r方程式を密度汎関数理論(D F T)に より解い
たo 交換 エ ネ ル ギ ー と相関 エ ネル ギ ー を計算す るため ､ 局所密度近似(L DA)を用
いたo 使用 した関数は Hedin -Lu ndqvist/Ja n ak- Mo rruzi岬illia m sl
■
o c alc o relatio n
fu n ction als(JMW)で あるo 使 用した基底 関数 は Ga u ssia n6-31G**基底関数[24]
に相当する分極関数付きの do uble- n um ericqu ality を持 っ た関数 で ある｡ 計算に使
用するモ デ ル に おける電子数が非常に多い の で ､ frozen c o re近似を炭素 ､ 窒素 ､ 酸
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0 1Ⅳate ∫
Fe
Cystein e
Hem e
図5.1: 基質フ リ ー の P-450c am の活性部位(c odein P D B･. 1phc)｡ - ム ､ 第5及び第6配位子を
示した｡ 黒丸で示した原子 は残し ､ 白丸で 示した原子は水素原子に置き換えて モデル分子を作成
した ｡
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W
■
ate ∫
0 H
Fe
Cysteine
He m e
図 5.2: I) F T計算に用い たモデル 構造.
67
素原子 の 1β軌道 に ､ 鉄原子の 1s､ 2s､ 3s､ 3p 電子 に適用 した ｡ ポテ ン シ ャ ル エ ネ
ルギ ー 超 曲面 上に お ける第 6配位子 の 酸素及び水素原子 に 関する極小構造を より
厳密に十分最適化 し た ｡ 他 の 原 子は 結晶構造に 固定 した ｡ これ ら の 計算で得 られ
た構造と電荷密度は第 2章で 示 した M D計算に利用した ｡ 計算プ ロ グ ラム は D M｡1
96･0で あ る[2 4]｡
5.3 結果
5.3.1 oxy-fe rro u s状態の安定構造
P-450に よ る - 酸素原子添加反応サイクル に おい て ､ 基質が結合 した P-450に最
初の 電子が導入され ると ､ 酸素分子を取り込む ため に - ム鉄原子がferric状態か ら
ferrous状態 - と還元され る. DF T計算にお い て ､ oXy-fe r r o u s- ム の モ デル を作 る
ために ､ 図 5･2に示 した構造の第6配位子を水分子か ら酸素分子に置き換えた ｡ 遠
位酸素原子は 基質(d- c a mphor)が 結合 した P-450c am の Ⅹ 線結晶解析構造[37]を
参考に ､ 基質の C5位方 向に 向けたo D F T計算に より得られ た oxy-fe rr o u s状態の
安定構造を図 5.3に示す ｡ 最初の 電子に よる遭元 にお い て ､ 結合して い る酸素分子
の解裂は 起 こ らなか っ た ｡ すなわち ､ 図 5.3 のo xy-fe r ro u s構造 に結合して い る酸
素分子 の 01と 02 の原子 間距離は1･30Åで ヒ ト oxyha e m oglobin の 結晶構造[66]
における1.24Å よりもわずか に長くな っ て い るだけで ある｡ こ の 結果は P_450c a m
と酸素分 子と の 複合体は d-c a mpho rに酸素原子を挿入 できない と い う White らの
実験結果[31]と 一 致 して い る ｡
図 5･3に お い て 結合 して い る酸素分子 の 01原子と鉄原子 との 距離は 1.89Å で
あり ､ これ は ､ 前述 した ヒ ト oxyha em oglobin の 結 晶構造における距離1.87Åと
ほぼ同じ距離で ある ｡ 図 5.3にお い てポル フ ィ ンと結合して い る酸素分子 の 総電荷
密度は -0･32e で ある o こ の 負電荷の 大部分は ､ 連呼酸素原子(02)に存在し(-0.29
e)､ Fe と直接結合して い る酸素原子(近位琴素原子 : 01)には わずか(-0.03e)しか
存在しな い ｡ これに対 し ､ ポル フ ィ ンとその 第5配位子の 電荷密度は それぞれ _0.44
eと -o･24e で ある ｡ すなわち ､ fe rr o u s- ム に結合した酸素分子 は - 0.32 e しか還元
されて い な い こ とが わか る｡ こ の 理論計算の結果は ､ - 電子還元に よ っ て 生ず る
oxy-fer r ou sP- 450の 電子構造 ､ す なわち1個の 電子がfer ro u s鉄原子 か ら酸素分子
へ と移動 し ､ fe rric - ム と 02
‾
との複合体で あるとい う､ 通常の 概念と は本質的に
異な っ て い る ｡
68
( ー )- i
0 0
(- 0.29)0 2
(- 0. 0 1
1.30
1.89
e(＋0.32)
Sト0.ヱ8)
c
F_
s
o.2 .)
Hem e
(-0.76)
図5.3: o xy-fc rr o u 8状態の安定構乱 第6配位子 03 - の みの構造も左上に示 したo 数字はÅ単位
の原子間距離で , 括弧内の数字は Mullikenpopulatio n解析によ っ て計算された奄荷密度である｡
ポルフ ィン の 亀荷車度(-o.76 e)は鉄原子の 亀荷療度を含まない o 号デル化合物の ト - タ ル の 奄荷
車度は -1e で ､ ト ー タル の ス ピン 多重度は三重項で ある｡
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5.3.2 P -45 0 による 一 酸素原子添加反応に おける新しい最終活性種
の 安定構造
2番目の 電子 が oxy-fer ro u s- ム に導入され ると ､ 結合 して い る酸素分子 の 結合
解離が 引き起 こ され ､ 酸化された 基質と水 一 分子 を生成する ことは 実験的に 知ら
れて い る[11, 16,17, 41】｡ そ の 最終活性種は常に c ompou nd･Ⅰと考えられて い る ｡
c o mpou ndIが 生成す るた めに は ､ - ム 鉄に結合 した酸素分子が 2個の プ ロ ト ン と
反応 して H20 分子 を生成 し ､ これが脱離 しなければならない ｡ こ の とき H20 を形
成する酸素原子は ､ 遠位酸素原子 で あると考えられ るが ､ そ うで あると Ⅲ20 分子 の
脱離に よ っ て ､ 以前か ら存在した oxy-ferrous - ム の 酸素分子と基質の 酸化反応 を
受ける部位との 相互作用は失われ るこ とになるo 第 2章に 示した ように oxy-ferro u s
P-450c am に関す る M D計算の 結果 ､ d-c ampho rの C5原子 と oxy-fer rous - ム の 遠
位酸素原子 とは 3.0 - 3.5Å で相互 作用し続けて い た ｡ こ の こ とは第 2章 で提案し
た ように P-450に よる - 酸素原子添加反応 には compou nd Iとは異なる別の 最終活
性種が存在す る根拠 で あ っ た ｡ そ の 最終活性種の 安定構造を図 5.4に示す｡
図 5.4に お い て ポル フ ィ ン の 第6配位座に ある酸素分子の 01 と 02との 間の原
子間距離は oxy-fe rr o u s- ム で の 1･30A(図 5.･3)か ら1.43A - と伸び て い る ｡ しか
し ､ こ の 構造に お い て も 0 - 0結合の 解裂は 起こ らない こ とがわか っ たo これ は
注目す べ き計算結果で ある｡ 活性化され た酸素分子の 0 - 0結合の 解裂が起 こ っ
て - 酸素原子 添加反応 に よ っ て 酸化された基質が生成す る.ために は 図 5A に 示 し
た最終活性種が 生成した ときに 基質 との 相互作用が 予 め起 こ っ て い る こ とが 必要
で ある こ とが 確か め られて い る｡ こ の 結果は ､ 次章で 報告する ｡
図 5･4 の 第6配位子 の 01原子とferric鉄原子と の 距離もまた ､ oXy-fe rr otis構造
での 距離(1.89Å､ 図 5.3)か ら2.･25Å - と伸び て い る ｡ こ の Fe - 0距離は ､ - 酸
素原子添加反応が 終了した あとに P-450c a mの resting状態におい て 現れ る ､ 水 一
分子が結合したferric - ム の 場合(2.21Å､ 図 5.5)と非常に よく似て い るこ とに 注
目しなければならない ｡
図 5.4 の 最終活性種に おい て - ム の第6配位子の 01原子 ､ 02原子 と 2個の 水
素原子 の 電荷密度は それぞれ ､ -o.55e､ -0.44e､ ＋0.48e､ ＋0.55e で あ っ た｡ す
なわち ､ - ム の 第6配位子 の ト ー タ ル の 電荷硬度は ほぼ 中性の ＋0.04 eで ある こ と
は注目す べ き こ と で ある ｡ - ム それ 自身と シ ス テ イン の 電荷密度もまたほぼ 中性
で ､ それぞれ ､ -o.o2e､ -0.03e で あ っ た｡
5.4 考察
5.4.1 P-450による - 酸素原子添加反応における ヘ ム の役割
5･3･2 で､ P-45 0に よる基質 - の - 酸素原子添加反応サイクル におい て現れる oxy-
ferrous状 態 ､ 新し い 最終活性種及び resting state の 三 つ の 反応 中間体構造を示 し
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図5･4: p-450による - 酸素原子添加反応における新しい最終活性種と 0 0 H H(第6配位子 のみ ､左上)の 安濃構造｡ 数字はÅ単位の原子間距離で ､ 括弧内の数字は Mu11ike npopulatio n解析によ っ
て計算され た電荷凍度で あるo ポル フ ィン の電荷凍度(-o･36e)は鉄原子の寵荷療度を含まない ｡ モ
デル 化合物 の ト ー タ ル の 奄荷療度は O eで ､ ト ー タ ル の ス ピ ン多重度は二重項で ある｡
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図5･5: p-450c a mの r e8ting状態におい て現れる ､ 水分子が結合したferric - ム の安定横風 数
字はÅ単位の原子 間距離で ､ 括弧内の数字は M ullikenpopulatio n解析によ っ て計算され た電荷硬
度で ある｡ ポル フ ィ ンの 電荷密度(-o.45 e)は鉄原子の屯荷療度を含まない ｡ モデル化食物の ト -
クル の喝荷療度は 0 eで ､ ト ー タ ル の ス ピ ン多重度は二重項である｡
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た｡ こ れ ら反応 中間体にお い て は ､ - ム の 第 6配位 子の みが そ の化学構造 を変え
て い る よ うに見える｡ また ､ 新しい 最終活性種(図 5.4)と H20 配位 の re sting状態
の 電子構造は ほ ぼ等し い ｡ それで は ､ P-450に よる - 酸素原子添加反応にお ける -
ム の役割 は何で あろうか ?
こ の 疑 問を明らか にす るた めに ､ 第 6配位 子(酸素分子)の み に つ い て 同じ反応
サイク ル で 現れ る中間体構造に 関して 構造最適化計算を行 っ たc O2 ‾ の 安定構造
を図 5.3 の 左 上に 示す . oxy-fer ro u s状態に結合 して い る第6配位子 02 の 負電荷
早ま､ 02
‾ 単独 の値の 3 00/oに減 っ て い るた め ､ 02
-
分子 の 0 - 0距離(1･37Å)は ､
oxy-ferr o u s状態の 01 原子と 02原 子との 間の 距離(1.30A)より もわず か に長く
な っ て い る ｡
- 酸素原 子添加反応サイ ク ル に 沿 っ て ､ 2番 目の 電子 を 02
‾
に 導入 し ､ 2個の
プ ロ ト ン を 022
-
の 片側に加えた ｡ そ の 安定構造を図 5.4 の左上に 示す｡ こ の 第6
配位子単独 の 構造 0 0 H にお い て 01 - 02距離は 1.51Å で あり ､ 0 - 0 結合
解裂は起 こ らなか っ た ｡ 01原子 ､ 02原 子 と水素原子 の 電荷療度は それぞれ -0.63
e､
-o.46e､ ＋0.55e､ ＋0.55e で あ っ た ｡ これ らの 値は 図 5.4に示されて い る新し
い 最終活性種 の それと非常に よく似て い る ｡
これらの 結果は ､ P- 450に よ る - 酸素原子 添加反応サイクル に沿 っ た - ム の第6
配位子 の 構造変化と電荷密度変化は第6配位子で ある酸素分子を取り 出し ､ 同じ反
応サイク ル が起 こ ると考えたとき の 変化とほぼ同じで ある ｡ こ の結果か ら ､ P- 45 0
にお ける - 酸素原 子添加反応サイ クル は - ム の 第6配位子 で ある酸 素分子 と基質
との 間の 反応と して 説明可能で ある と考える こ とが で きる ｡ すなわち ､ P-450の ヘ
ム の 第 6配位子と して 結合 した酸素分子は d-c amphor の C5位と相 互作用 し た状
態を保ち つ つ 2電子還元され ､ つ い で 2個の プ ロ トン と結合して 最終活性穣と な
り ､ d- c a mpho rの C5位を水酸化すると考えられ る . P-450に よる
- 酸素原子添加
反応にお ける - ム の 役割は ､ 第 一 に1番目及び 2番目の 電子を cyto chr om e タ ン パ
クか ら第 6配位座 に結合して い る酸素分子に 与える こ とで あり ､ 第二 に挿入す べ
き酸素原子 と基質の 酸化反応を受ける部位と の 相互作用を反応サイ クル の 全期間
に保 つ こ と で ある ｡ すなわち ､ P-450は酸素分子と基質との反応を起こ させ るた め
の 装置で あると考えられ る｡
こ の新 しく提案された P-450に よ る - 酸素原子 添加反応サイ クル で は挿入に 使
われ る酸素原子 は - ム の 鉄原子に直接結合して い ない ため ､ 図 5.5に示され て い る
re sting状態に結合 して い る水分子は ､ 酸化された基質と共に自然に生成される ｡ も
し ､ 現在信 じられて い る最終反応種(c ompound I)が 生成され るならば ､ co mpo und
I生成時に基質の酸化部位と第6配位子 との相互 作用が 一 旦解消され るばか りで な
く ､ 近位酸素原子が基質に挿入された後 ､ 第6配位座が空い た状態となる ｡ re sting
状態で は - ム の第 6配位子 として 水分子が 結合して い る こ とは 実験的に知られ て
い る の で [37]､ r e sting状態 に戻 るため には 空い た第6配位座 に水分子が結合する
プ ロ セ ス が 必要となる｡ これ に対し ､ 本研究に より新たに見い 出され た P-450.に よ
る - 酸素原 子添加反応サイ ク)しに お い て は ､ 基蜜 - ゐ酸 素原子の 挿入反応後に水
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分子が 第 6配位座に残 るの で ､ そ の ようなプ ロ セ ス が 不必要で あるばか りか ､ 第 6
配位子 で ある酸素分子 と基質 の 酸化反応を受ける部位と の 相互作用は反応サイ ク
ル の 全過程で 保たれ るの で ､ ス ム ー ズ に反応が進 み ､ re sting状態に戻る ことが で
きる｡
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第6章 p -450に よる - 酸素原子添加
反応機構に おける 0 - 0結合
開裂及び酸素原子挿入機構
6.1 序論
前章にお い て ､ P-450に よ る - 酸素原子添加反応は活性化された 酸素分子(- ム
の第6配位子)と基質と の反応として 説明可能 で あるこ とが 強く示唆された ｡ すな
わち､ P-450の ヘ ム の 第6配位子と して結合した酸素分子は d- c amphorの C5位と
相互作用 した状態を保 ちっ っ 2電子還元され ､ つ い で 2個のプ ロ トン と結合 して最
終活性種となり､ d- c a mphorの C5位を水酸化すると考えられ るo 本章では 量子化
学的手法を用 い ､ P- 450 の - 酸素原子添加反応 にお ける新しい 最終活性種の 0 -
0 結合の解離及び 酸素原子が 基質に移動す る機構に つ い て の詳細を明らかにす る
ことを試み たo また ､ P- 450 の一 種 ､ Pse udo m o n aspuiida 由来の P-450c a mは基
質c a mphor の C5位を特異 的に - 酸素化 し ､ 5- e x o-hydroxyc a mpho rの み を生成す
るこ とが 知られ て い る[1 9】｡ さらに ､ C5位の 2個の 水素原子をフ ッ 素原子 で置換
すると C5に代わ っ て C9位が水酸化され るこ とも知られて い る[67]が ､ これ らの
実験事実との 比較も行 っ た｡
6.2 方法
6.2.1 計算に使用するモデル の構築
前述 した ように ､ P-450に よ る - 酸素原子添加反応は - ム の 活性化された第6配
位子と基質と の反応として説明する ことが 可能 で あると考えられ るため ､ P_450に
よる - 酸素原 子添加反応過程の 量子化学計算に使用する.モ デル は ､ d-c a mpho rと
本研究で 求めた - ム の 第6配位子 で ある最終活性種(00 H H)を抜き出して構築し
た o すなわち ､ 前章 で求めた新しい 最終活性種の 構造を ､ 基質が結合して い る o xy-
ferro u sP-450c a mに 関する MD 計算に より得られた構造 に組み 込み ､ d一占a mpho r
と 00 HH とを抜き出 した｡
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6.2.2 計算に関する詳細
6.2.1 で示 した P- 450に よ る - 酸素原 子添加反応の モ デ ル に 関する Schr6dinger
方程式を D FT 法を用 い て解い た ｡ 基底 関数系と して 6- 31G* *を用い ､ 交換項には
Becke の 式[68]を ､ 相関項の 計算には Lee- Yang- Parrの 式[29]を用い た . また ､ 基
質(d- c a mphor)の C4位 ､ C5位及び C9位 - の挿入反応 の 解明
.
には 半経験的分子
軌道法(P M 3法)[69]を用 い ､ H artre e- Fo ck(H F)レ ベ ル で 解い た . ポテ ン シ ャ ル エ
ネル ギ ー 超 曲面に おける極小点及び遷移状態の 構造は全原子 に つ い て 十分に最適
化を行 っ た ｡ ま た ､ 遷移状態の 構造から最短最低 エ ネル ギ ー 経路を決定した ｡ 計
算に使用したプ ロ グラ ム は D F T法には Ga n s sia n94[70ト PM 3法計算には M opa c
Ⅵr. 6[71]で ある ｡
6.3 結果
6.3.1 新し い最終活性種による d- c a mphor へ の酸素原子挿入反応
機構
図 6.1に DF T法に より求めた ､ P-450に よ る - 酸素原子添加反応サイク ル 中に
現れる - ム の 第6配位子部分の 構造変化を示す ｡ 中性酸素分子(a)か ら1電子還元
を受けると 0 - 0 間距離は 1.24Åか ら1.39Å(図 6.1(b))に伸び ､ さらに 1電子
還元 を受 けると 1.70Å(図 6.1(c))と なる ｡ 2個のプ ロ トンが 導入 され ､ 新し い最終
反応種が 生成したときに は 1.60Å に縮ん だ｡ しか し ､ 第 5章で 得た結果と 同
.
様 ､
基質が 存在 して い ない 場合は 0 - 0 結合の 開裂は 見られなか っ た ｡
とこ ろが 第6配位子で ある酸素分与と基質とが相互作用 して い る空間配置をと っ
てい る場合には ､ 2電子還元及び 2個のプ ロ トン との 反応に より O - O結合の 開裂
及び酸素原子挿入反応が生じた｡ これ を図 6.2に示す｡ 基質の 例と して d- c a mphor
を考え ､ 計算を簡略化す るため モ デ ル 分子は ､ C4､ C畠､ c6位及び C5位と結合し
てい る 2個の 水素原子を抜き出し ､ C4位と C6位を水素原子に置き換えて メ タン
分子と した ｡ 初期碍造(a)か ら 0 - 0結合が伸び ､ 0(2)と C(5)との 距離が短くな
り ､ 遷移状態構造(TS)とな る(実際の 計算で は ､ 基準振動解析に より虚 の振動数
が 1個存在する構造として T Sを見い 出し ､ TS からtbe ste epe s七de s c e ntpatbを
求める ことに より ､ 構造(a)と構造(b)を決定した)｡ こ の とき 0(1) - 0(2
∫
)間距離
は1･70Åにまで 伸び ､ 0(2)は ex oH と1.70Åの 距離で 相互作用して い る ｡ C(5) -
e ∬oH 間距離も初期構造の 1.llÅか ら1.12Åとわずか に伸び て い る ｡ 遷移状態を
越えると 0(2)が C(5卜 e x oH結合に挿入され ､ 水酸化 された基質(メタ/
- ル)と
水分子が 生成す る ｡
.
こ の とき ､ メ タノ ー ル の 水酸基は水分子 の 酸素原子と2･90Å
で水素結合して い る ｡ 以上の 結果 より ､ - ム の 第6配位座に配位した酸素分子は2
電子還元 ､ 2個のプ ロ ト ン の導入だけで は解離せず ､rそ の 前に予 め基質と相互作用
して い るこ とが必要で あるこ とが わか っ た｡ 第 2章 で は ､ M D計算中 ､ 基質と -
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図 6.1: p-4 50による 一 酸素原子添加反応サイク ル 中に現れ る - ム の 第6配位子部分の 構造変化
(D F T法による)a (a): 電気的に中性な状駄 (b):1電子還元を受けたときの 構造 ｡ (c): さらに 1
電子還元を受けたときの 構造 ｡ (d): 新しい 最終活性種の構造 ｡
ムの 第6配位子 に結合した酸素分子とが 相互作用 し続けて い る こ とが 示 されて お
り ､ こ こ で 得られた 計算結果を支持 して い る｡ また ､ こ の 反応に お ける活性化 エ
ネル ギ ー はわず か 0.1kc al/m olで あ･り ､ ほぼ 自発的に起 こ る ことが わか っ た ｡
6.3.2 新し い最終活性種による d-c a mphor C 5位 へ の酸素原子挿
入反応機構
前項で - ム の 第6酉己位座に配位した酸素分子は 2電子還元 ､ 2個の プ ロ トン の 導
入だけ で は解離せず､ そ の 前に予め基質と相互作用 して い る ことが必要 で ある こ
とがわか っ た . こ こ で 明らか にな っ た 0 - 0結合解離及び酸素原子挿入 メカ ニ ズ
ムをP-450c a mに よる基質(d- c a mphor)酸化反応に適用 した o
Pseudo m on a sputida 由来の P-450c a mは基質d- c a mphor の C5位を特異的に -
酸素化 し ､ 5- e x o-hydr oxyc a mpho rの みを生成する ことが 知られて い る[19]. その
反応素過程の ポテ ン シ ャル エ ネル ギ ー 変化及び構造変化を図 6.3に示す｡ 反応モ デ
ル初期構造(A)からPl - 02結合が伸び ､ 02 - C5間距離ならび に 02⊥ e ∬oH 間
距離が短くな るに つ れ て ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー が 上昇し､ 遷移状態(TSl)の構造
となる . 遷移状態にお い て は 0.1
- 02結合は元の 1.74Åか ら1.86Åに伸び て い
る｡ また ､ 02は C5､ e∬oH と共に 三員環構造を形成して い る ｡ 遷移状態を越えると
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02は C5 - e xoH結合 の 間に入 り込み最終的には水酸化物(5- ex o-hydroxyc amphor)
及び 水分子が 生成す る . 5- exo -hydroxyc am phor の 水酸基の 酸素原子 と生成 した 水
分子 の 酸素原子 と の水素結合距離は 2.77Åで ある｡ こ の 反応 の 活性化 エ ネ ル ギ ー
は5.6kc al/m olで あり ､ 体温(310K)にお い て 十分に起 こり うる値 で ある｡ こ の 反
応は 一 段 階反応 で あるか ら ､ 反応 の 生成確率は 1ps以下で有限の 値を持 つ . した
が っ て ､ P-45 0 の- 酸素酸化反応過程で存在す るこ とを我 々 が 見い 出した新し い 反
応活性種は基質d- ca mpho rの C5原子と反応 し ､ 5- ex o-hydr oxycamphor を生成す
ると結論で き る｡
6.3.3 新しい最終活性種に よる d- c am phor C 9位 へ の 酸素原子挿
入反応機構
新し い 最終活性種 の 02原子が ､ d-c am pho rの C9原子と反応す る際に生ず る
ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 変化と反応 に伴 う構造変化を調 べ た結果を図 6.4に示す｡
d-c a mpho rC5位と反応す る場合 と 同様 ､ こ の反応 は 一 段階で 起 こ り ､ 初期構造
(C)か ら TS2 を経て水酸化物(D)が生成す ることが わか っ た｡ こ の 反応 にお ける
活性化 エ ネル ギ ー は 5.4 kc al/m ol であり ､ C5原子と反応す る場合の 活性化 エ ネ ル
ギ ー とほ ぼ 同じ で ある ｡ C5位に 比 べ て C9位 は反応活性種か ら離れて い る の で ､
活性化 エ ネル ギ ー が 同じ で あっ て も C5位との 反応が優先するの は 当然で ある｡ し
たが っ て 何 らか の 原 因で C5位が 酸化 され ない 場合に限 っ て ､ C9位と反応する と
考えられ る ｡
6.3.4 C5位が酸化されない条件における P -4 5 0c a mの - 酸素原子
添加反応
新し い最終活性種と d-c a mphor の C9位と の反応の 結果 ､ 何らか の原因でC5位
が酸化され ない 場合 ､ C9位と反応す る可能性が あるこ とが わか っ た ｡ そこ で ､ C5
位が酸化されな い 条件 で は ､ C9位が酸化され るかど うか を検討 した ｡ C5位の 2個
の水素原子 をフ ッ 素原子に置換した5,5-di且u o r o c a mphorを用い ､ 02原子が C5位
あるい は C9位と反応す る場合に つ い て検討 した ｡ まず ､ C9位と反応す る場合に
つ いて 調 べ た｡ ポ テ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 変化及び構造変化を図 6.5に示す｡ 初期構
造(E)から TS3を経て 02原子 は最も近い C - H 緒合(C9原子 に相当)に挿入さ
れ ､ 構造(F)が 生成する｡ こ の 反応も ー 段階反応 で あり ､ 活性化 エ ネル ギ ー は 5･7
kc al/m ol であ っ た ｡
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図 6.4: 新し い最終活性種から酸素原子が基質(a-c ampho r)の C9 - H 結合に挿入される反応 の
最低最短ポテ ン シ ャ ル エ ネルギ ー 経路と反応に伴う構造変化｡ 図中の 数字はÅ単位の原子間距離で
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れる反応 の 最低最短ポテ ン シ ャ ル エ ネ ル ギ - 経路と反応に伴う構造変化 図中の 数字はÅ単位の 原
子間距離で ある｡ こ の 反応 の 活性化 エ ネル ギ ー は 32.5 kc al/m olで ある｡
6.4 考察
6.4.1 実験結果との比較
6･3･4 でC5位が 酸化されない条件では C9位が 酸化され ､ その 活性化 エ ネル ギ ー
は5･7 kc al/m ol である ことが わか っ た ｡ で は ､ 本当に C5位の C - F結合が酸化 さ
れない の で あろうか ｡ その 場合の ポテ ン シ ャル エ ネル ギ ー 及び 構造変化を図 6.6に
示す｡ 注目す べ き こ とに 02原子 は C - F結合に挿入されず ､ C4位と C5位と の
間に挿入され ､ エ ー テ ル 化合物が 生成した｡ こ の 反応 に要す る活性化 エ ネル ギ ー
は32･5 kc al/m ol であ っ た ｡ こ の 結果 より ､ C5位と反応す る場合の癌性化 エ ネル
ギ ー は ､ C9位で反応す る場合に比 べ 約 6倍高く ､ C5位が 酸化され る こ とはない こ
とが わか っ た . よ っ て C5位で酸化反応が 起 こら 加 ､条件にお い て は C9位セ酸化
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図 6･7: 新し い最終活性種か ら酸素原子が基質(a- c amphor)の C4 - H 結合に挿入される反応の
最低最短ポテン シ ャ ル エ ネル ギ ー 経路と反応 に伴う構造変化 図中の数字はÅ単位の原子間距離で
ある ｡ こ の 反応 の活性化土 ネル ギ - は 9.8 kc al/m ol である ｡
反応が起 こ ると結論 でき るo この 結果は ､ P-450c a mたよる - 酸素原子添加反応に
おい て d- c a mpho rの C5位に結合して い る 2個の 水素原子 をフ ッ 素原子 で置換す
ると C9位が 酸化され る ようになると い う Eble らの 実験[67]と 一 致 して い る｡
6.4.2 C 4位との反応
C4原子 は C5原子 の 隣に位置 して おり ､ 遠位酸素原子に比較的近い が ､ 実験 で
はC4位酸化体は見 い 出され て は い ない ｡ これは なぜ で あろうか ｡ そ こ で ､ 02原 子
が C4原 子と反応す る際に生ず るポテ ン シ ャル エ ネル ギ ー 変化及び構造変化を調 べ
た
o そ の 結果 を図 6･7 に示す｡ こ の 反応も ー 段階で起 こ り ､ 初期構造(Ⅰ)か ら TS5
を経て水酸化物(I)が 生成する . しか し ､ そ の活性化 エ ネル ギ ー は 9.8kcal/m ol で
あり ､ C5原子と反応す る場合の活性化 エ ネル ギ ー の ほぼ倍で あ っ た ｡ こ の こ′とか
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ら ､ C4位が酸化され な い の は活性化 エ ネル ギ ー が C 5位 の 場合に比 べ 高い た め で
あると考 え られ る ｡
以上 の 結果は ､ 通常は第6配位 子 の 遠位酸素原子は d- cam pho rの C5位と の み反
応す る こ とを示 して お り ､ 5- e x o-hydroxyc ampho rが - 酸素添加反応にお ける唯 一
の 生成物 で あると い う W hite らの 結果[19]と 一 致して い る. Ra agらは ､ そ の 理由
と して Tyr96 の側鎖の 水酸基と d- c a mphor の カル ポ ニ ル 基との 水素結合が活性部
位におけ る d- c a mpho rの 動きを制限し ､ C5を第6配位 子に 向けて い るた めで ある
と説明し て い る[72]｡ 基質が結合 した oxy- fer rous p-450c am に 関す る M D計算で
も Tyr96 の側鎖 の 水酸基 と d- c a mphor の カ ル ポ ニ ル 基 と の 水素結合距離は ､ ず っ
と保たれ て い た ｡ こ の 結果は ､ Ra agらの 提案を理論的に証明して い る｡
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第7章 総括
本論文 で は ､ cyto cbro m eP- 45 0の 基質酸化メカ ニ ズ ム に つ い て 生命分子科学的
研究を行 っ た ｡ そ の 結果 を以下に 要約す る｡
1･ 革質(d-c ampho r)が結合した P-450c a mに関する水溶液中での 分子動力学(M D)
計算を行 っ たo fer ric - ム を持 っ た P-450c am の M D計算の 結果 ､ 基質と ヘ ム
に 囲まれ ､ 酸素分子が 入 る空間が Tyr96の O H基と d-ca mpho rの カル ポ ニ ル
酸素との 水素結合が 保たれ て い る にもか か わらず ､ 大きくな っ て い た こ とを
示 した o 続 い て ､ o Xy-ferrous P- 450c a mの M D計算を行 い ､ 拡y-ferr ous - ム
の 遠位酸素原 子と ､ 酸素原子が 特異的に挿入され る部位で ある d-c a mpho rの
C5原子と の 距離が 3･0 - 3･5Å で相互作用して い た. - ム鉄原子と d- c a mphor
の C5原子 との 距離及び Tyr96 のOH 基と d-c a mpho rの カ ル ポ ニ ル 基と の水
素結合距離は M D計算甲､ ず っ と保たれて い た ｡ これ らの 結果は ､ P_450に よ
る 一 酸素原 子添加反応 の た め の新し い 最終活性種 の 存在を強く示唆す るもの
で ある ｡ (第 2章)
2･ 1･ で 見い 出され た新 しい 最終碍性種を経る反応機構 の 妥当性 を調 べ るため ､
P-450に よる - 酸素原 子添加反応サイクル 中に現れ る全て の反応 中間体の 構
造を密度汎関数法を用い て 決定 した . 遭元され た oxy-fe rro u s- ム の 第6配位
子 に 1個の プ ロ トン を結合させ たと こ ろ ､ 遠位酸素原子 に結合 した構造が 近
位酸素原子に結合 した構造 よりも26.9kc al/m ol安定で ある こ とが わか っ た｡
さらにも う1 個プ ロ トン を結合させ たと こ ろ ､ 遠位酸素原子 に 2個結合した
場合､ 水分子が第6配位子か ら脱離し ､ c ompo u ndIが 生成した ｡ c o mpo u nd
Iが生成すると ､ (1)c o mpo u ndIに よる基質か らの 水素原子引き抜き反応に よ
る Fe - OH と基質ラジ カル の 生成 ､ (2)(1)に より生成した[FeOH]3＋ の 第6
配位座 に生成 した OH 基の 回転､ (3)基質 ラジカル と[FeO H]3十 との 結合 ､ (4)
第6配位座 に生成した酸化基質の 脱離 ､ とい う四J3のプ ロ セ ス を経て 基質 -
の酸素原 子添加反応が生じ る ことがわか っ た ｡ 反応 の律速段階は(1)､ すなわ
ち基質か らの水 素引き技き反応 の過程 で あり ､ そ の活性化 エ ネル ギ ー は 15.5
kc al/m olで あるた め ､ 生体内で 十分に起こ り得る反応で ある こと
■
が わか っ た ｡
c o mpou nd I は近位酸素原 子に 2個結合 した場合よ りも5 9.8 kc al/m ol､ 遠位
及び 近位酸素原子に 1個ず っ 結合した構造 よLりも5.6 kc al/m ol安定で あ ･jた ｡
･しか し ､ いずれ の 場合 も1個目 の プ ロ ト ン の 結合で 400 kc al/m ol以上､ 2個
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目の プ ロ トン の 結合 で さらに 300 kc al/m ol以上も の 大きなポ テ ン シ ャ ル エ ネ
ル ギ ー の 安定化が 見 られ る こ とか ら ､ 遠位酸素原子 に 2個の プ ロ ト ン が 結合
す る経路以外の 経路 で反応が 進行す る可能性が 十分考えられ る ｡ 特に ､ 遠位
酸素原 子は プ ロ ト ン と の 結合が 起 こ る前か ら基質と相互作用 して お り ､ 近位
酸素原 子に 2個結合 した構造にお い て ､ 遠位酸素原 子は ス ピ ン 一 重項 の 性質
を持 つ た め ､ 基質C - H 結合に対 して 容易に挿入反応 を起 こ し ､ そ の 活性化
エ ネル ギ ー はわず か 4.2 kc al/m ol であ っ た ｡ こ の構造は ､ 本研究で 見い 出さ
れた新し い 最終活性種 で あり ､ ste r e o cbemistryが保たれ ､ is otope効果が小さ
い と い うcytocbro m eP-45 0によ る炭化水素 の酸化反応に 関する実験例を矛盾
なく説明す る｡ こ の 新しい最終活性種と c o mpo undIとの 2種類の 最終活性種
q)存在が P-450に よる酸化反応の 実験にお い て 多種多様 の 反応生成物が 報告
され る理由を説 明するも の と考えられ る ｡ 遠位及び 近位酸素原子 に 1個ず つ
プ ロ ト ン が 結合 した構造は過酸化水素で あるため ､ 直接的酸化反応 には 寄与
しな い ｡ (第 3章)
3･ ヘ ム タ ン パ ク質に よ る N, N-dim ethylanilipe(PhNMe2)の N-de alkylatio nには
kin etic hydr oge nis otope effe ct(K HI E)が観楓され て い る ｡ そ の 原子 レ ベ ル
反応 メ カ ニ ズ ム に つ い て 量子力学的理論計算に より研究した ｡ 量子力学的理
論を用 い ると 1 次 K H IEは ､ C - H(ある い は C - D ､ C - T)結今からの
H(ある い は D ､ T) 引き抜き反応の 反応座標 に つ なが る基準振動にお けるゼ
ロ 点振動 エ ネル ギ ー の 差に より 求める こ とが でき るo こ の 理論に従 い ､ N, N-
dim ethyla nilin e(P b NMe2)の N-de alkylation における水素引き抜き反応が 中性
状態か ら生じ る場合とカ チ オ ㌢ラジ カ ル か ら生 じる場合との 2通りに つ い て
分子 内1次 KH IEを理論的に算出した ｡ 理論計算に より求められ た分子 内1次
KI‡IEを ､ 実験に より求め られ た い く つ か の - ム タン パ ク質に よる PbNMe2
の N -de alkylatio nにお ける分子内 KH IEとの 比畷を行 っ た と こ ろ ､ 1次 K H IE
の み で 実験値を説明でき る場合が 4例ある ことが わか っ た ｡ また ､ 実験値が
1次 K HIE の みで 説明で きない場合が数多く存在す る こともわか っ た｡ ま た ､
本研究 の 分子全体 を考慮して量子力学的理論計算に より求めた 重水素原子 に
よる1次 KHI Eと三重水素原子に よる1次 K H IEとの 関係は ､ 質量 ∞ の 壁に結
合して い る H､ D or T原子の モデ ル を用い た Sw ain-Scba ad式あるい は 12c -
H(D or T)結合モ デル を用い た Streitwie s er式と事実上同じで あ っ た｡ ヘ ム タ
ン パ ク質に よる Ph NMe2 の N -de alkylatio nを引き起こす原因とされ て い る基
質か らの 水素引き抜き反応に つ い て基質の 中性状態から生じるメ カ ニ ズム と基
質カ チオ ン ラジ か レか ら生じ るメカ ニ ズム の 二 つ が 提唱されて い るが ､ K H IE
の測定値の みか らこれらの機構の 当否を判定する こ とはできない
`
と結論した ｡
(第 4章)
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4. P-450に よる - 酸素原子添加反応サイク ル 中に現れ る反応中間体の構造を密度
汎関数理論に基 づ く量子化学計算の 手法を用い て 決定 した . oxy-fe r rous - ム
の 安定構 造は 1電子 に よ る還元 にお い て 第6配位子 の 酸素分子 の 解裂が 起 こ
らな い こ と を示 した ｡ 第6配位子 の 負電荷は -0.32 e しか 還元 され て い なか っ
た o こ の 第6配位子 は本研 究で 見い 出され た P-450に よ る - 酸素原子添加反
応 の ため の新し い最終活性種を形成するが ､ そ の 安定構造の 0 - 0結合距離
は oxy-ferr o u s- ム の それ より長くな っ て い るに もかか わらず ､ 0
I 0 結合 の
解裂は起 こ らなか っ た ｡ 第6配位子 の ト ー タル の 電荷はほぼ中性で あっ た ｡ 2
個 の 電子 の 流入とプ ロ ト ン との 結合 によ っ て 新 しい 最終活性種 を生成す る ま
で の反応過程にお ける - ム の第6配位子の 一 連の 構造変化は ､ 別の 計算に よ っ
て独立に得 られ た酸素分子 に つ い て の 同じ反応過程 におけ る構造変化と同じ
で あ っ た o こ の 結果か ら ､ P-450に よ る - 酸素原子添加反応機構は - ム の 第6
配位子と基質と の 間の 反応と して 説明可能で あると結論した o P-450に よ る -
酸素原子 添加反応機構に おけ る - ム の 役割 は ､ 第6配位子とし て 結合して い
る酸素分 子 の - ム 鉄原 子と直接結合 して い ない 酸素原子と基質の 酸化部位 と
の 相互作用を保ちつ つ ､ 第6配位 子 に 2個の 電子 を流入 させ る機能を有す る
装置 で ある ｡ (第 5章)
5. P-450に よ る - 酸 素原子 添加反応 にお ける新し い 最終活性種に よる基質酸化
■機構 を密度汎関数法に よ る第 一 原理 計算(D F T法)及び 半経験的分子軌道法
(p M 3法)を用い た量子化学計算の 手法に より 明らか に した ｡ 基質が存在して
い な い 場 合 ､ - ム の 第6配位座に配位 した酸素分子 の 解裂は 2個の 電子の流
入に よ る還元とそれ に続く2個の プ ロ トン との 反応 で は起 こ らない ｡ と こ ろ
が ､ 第6配位子 で ある酸素分子 と基質とが相互作用 して い る空間配置を と っ
て い る場合に は ､ 2個 の 電子 の 流入と 2個の プ ロ ト ン との反応 に よ っ て 基質
の - 酸素原子添加反応は 自発 的に起 こ る こ とがわか っ た｡ こ の メ カ ニ ズ ム を
p-450c am に よ る基質(d- c amphor)の C5位選由的酸化反応 に適用 した結果 ､
実験と 一 致す るこ とが わか っ た｡ すなわち ､ C5位酸化反応は活性化 エ ネル ギ ー
は 5･6kc al/m ol で 一 段階で起 こ り､ 体温(31 0K)で十年に起 こり うる反応 で あ
るこ とが わか っ た｡ また ､ C9位との 反応 は C5位で 酸化反応が 起こ らない 条
件(C5位に結合して い る2個の水素原子をフ ッ 素原子 に置換す るなど)にお い
て起 こ り うる こ と ､ C5位に隣接し ､ C5位とともに - ム の 第6配位子で ある
酸素分子と相互 作用 して い る C4位との 反応は活性化 エ ネル ギ ー が 高い た め
(9.8kc al/m ol)起 こ らない ことがわか っ た｡ (第 6章)
本論文 で は ､ 生命分子科学的研究の 一 例を示 した ｡ 生命分子科学にお い て は ､ 生
命体内で の 化学反応を三次元空 間で の原子 の 動きの レ ベ ル まで 解明する こ とが で
きるの で ､ 実験的研究にお いて得るの が 困難串､ 多くの 知見を得る こ とがで きる ｡
現段階で は こ の よ うな研究 を行 える分子 はごく 一 部 に限られて い るが ､ タ ン パ ク
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質の 一 次構造か ら高次構造 を予測する こ とが 容易に な っ て くる と ､ 多くの 分子 に
対し適用す るこ とが 可能に なると思われ る｡ また ､ 生命分子科学はI T(情報技術)
の 進歩に 伴い ､ 更なる発展が期待され る分野で ある ｡
本研究 は生命分 子科学にお ける パ イ オ ニ ア 的研究 で あり ､ 今後 の 発展に寄与 で
き るもの と考 えて い る ｡
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第8章 研究の方法と その 理論的背景
8.1 分子力場計算
タン パ ク質の ような巨大分子 は原子数が 数千 - 数万個と大きい の で ､ エ ネルギ ー
計算に は 分子力場 エ ネ ル ギ ー を用い る ｡ こ の とき個 々 の 原子は 古典的な粒子 で あ
り ､ 互 い に バネ で結ばれて い ると考える｡ 但し ､ 電子配置の 違う原子(例えば ､ sp2
とsp3 の 炭素原子)は異なる原子 タイプとし て 取り扱う｡ 原子タイプ に よ っ て 原子
間に働く相 互作用は 異なる ｡ タ ン パ ク質の 原子間には共有結合長(式(8･1))､ 結合
負(式(8.2))､ ねじれ角(式(8･3))と v an der Wa als相互作用(式(8･4))や ク
ー ロ ン
相互作用(式(8.5))などの 非結合性相互作用が働 い て い る ｡ 水素結合は ､ 量子 力学
的に見て も大部分が ク ー ロ ン 相互作用で あり , それと v a nde rWa als相互作用 の重
ね合わせで うまく表現でき る ｡ 本研究に 用い た分子 力場計算を行うために は ､ こ
れ らの 相互 作用 を式(8.6)の ように定式化する ｡
本研究に用 い た計算プ ロ グラ ム AMB ER Version 4.1 のポテ.ン シ ヤ ル エ ネル ギ
ー
に つ い て も こ の 式 で記述 でき る【20]｡
1
妄∑ KR(R - Ro)
2
bonds
喜∑ Ke(0 - Oo)2
a ngles
喜∑ vn[1＋ c o s(n¢ - 7)]
dibedr als
引針%]
冒(琵)
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(8.1)
(8･2)
(8･3)
(8.4)
(8･5)
R♂
¢
結合距離
結合角
結合 二 面角
E 比誘電率
Vn 回転 障壁
Ro
βo
7
qi
平衡結合距離
平衡結合角
位相(O
o
,180
o
)
i番 目の 原子 の電荷
n # * #(i,2,3,4,6)
Ri3
･ i番目とj番 目の原 子間距離
KR, Ko 結合お よび 角度の カの 定数
Aid,Bi,
･ i番 目とj番目の 原子間 の v a nderWa als相互作用に 関する定数
式(8.1ト式(8･5)の 和が近似的な分子の ポ テ ン シ ャ ル エ ネ ル ギ
ー で ある｡
妄
bSB KR'R
- Ro'
2
･妄∑ Ko'0 - Oo'2 ･去∑ vn[l･ c o s'n¢ - 7''
a ngles dilledralら
･s[竜一驚]･吉(琵) (8･6)
こ の 式(8.6)の第1項 - 第3項は各 々 ､ 結合距離 ･ 角度 ･ 二面角の 平衡結合位置
からの 変位に よ る エ ネル ギ ー ､ 第4項 ･ 第5項は ､ van de rWa als相互 作用 ･ ク ー
ロ ン相 互作用に よる相互 エ ネル ギ ー で ある｡ こ こ で ､ 非結合相互 作用項で ある第
4項 ･ 第5項に つ い て の総和は ､ 3 つ 以上の 共有結合をは さむ原子同士 に つ い て の
み行うo 式 中の K, ,Ko,Ai,･, Bi,1,qiは ､ 小 さなモ デル 分子系を用 い て の 量子化学計
寡(abinitio MO 浜)に よ っ て 求め る｡ こ の ポテ ン シ ャ ル 関数は以下の ような原則
で 構成されて い る[29]｡
1. な る べ く簡単で 明確な意味を掩っ 関数の 形式を採用す る｡
2. 変数 の 数をなる べ く少なくする ｡
こ こで ､ 式(8.6)に含まれて い るパ ラメ
ー タ(カ場 パ ラメ ー タ)は低分子の 分子振
動の 観測値や計算値を再現する ように決め られ て い る ｡ 原子は真空中に存在す る
の で式(8.5)に 現れ る比誘電率 E は 1 である o こ の ようなカ場パ ラメ
ー タの 信頼性
は徐々 に 増して い る｡ また ､ 一 般的に ､ タン パ ク質の 分子動力学シ ミ ュ レ ー シ ョ ン
は計算の 労力を省くため にやむを得ず計算の信頼性を犠牲に して 遠距離の ク ー ロ
ン相互作用に よ る寄与を無視する こ とが多い が(カ ッ トオ フ 近似)､ 本研究で は 厳
密な結果を求めろた めに ､ M D エ ン ジ ン[26]を用い て カ ッ トオ フ 近似を行 わずに
計算をして い る ｡
8.2 エ ネルギ ー 極小化法
平衡構造をと るとき ､ 式(8.6)で 示 され るポ テ ン シ ャ ル エ ネル ギ
ー V の 一 次微分
に つ い て 次式が全て の座標 ∬ に つ い て 同時に成立 し て い るはずで ある 0
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aa: - o (8･7)
こ の ような条件を満たす座標 ∬ を見 い 出す操作が エ ネル ギ ー 極小化で ある｡ 実際
の エ ネ ル ギ ー 極小化 の 問題を解くには ､ 数値 的に最小 点を求めて行か なくて は な
らない o こ の た め の 手順 をア ル ゴ リズ ム と い うが ､ これ は 一 般に は ∬ の 関数 仲)
の最小点を求め るた め に ､ ある初期点 ∬o か ら ∬1, ∬2, - を次 々 に逐次的に作りだ
し ､ こ の 点列が許容領域内に あり ､ か つ ､ i(xo)> f(xl)> f(3;2)> - となるよ
うにす るもの で あ る｡ こ の とき ､ 初期値 xo に対 して 1im xn が f(I)の最小点に収
束するも の を探索ア ル ゴ リ ズム と い う[73]o
8.2.1 最急降下法
探索アル ゴ リズ ム の基本と なるも の は ､ 探索方向は ど の方向か と定める ことと ､
そ の方向にどれだけ進 めば良い か とい うス テ ップ の長さを定める ことの 2つ にある｡
1次元 の探索の場合 ､ 補正値は ､
△ ∬ ニ ー(af/ax)o/(∂
2f/ax
2
). (8.8)
で与えられ る ｡
(af/∂x)o > 0 のとき ､ (∂2f/ax2)o < oとなる領域 で △x の値は 正 となり ､ 構造
は エ ネル ギ ー 極 小点か ら遠ざか る方向に変化する o
多次元空間で の 探索の 場合 ､ 座標点を常に エ ネル ギ ー が 減少する方向に動かす
には ､ 補正 ベ ク トル △x の 方向を関数fの 勾配 ∇fの 逆方 向と 一 致させれば良い ｡
すなわち ､ α を ス ケ ー ル 因子として ､
△∬ ニ ー α∇J (8.9)
とす る. こ の方 向は ､ 一 定距離の 座標点の 移動 に際して 最も関数fが大きく減少
する こと を意味す る ｡
最急降下法 で は ､ ス ケ ー ル 因子 α の 選び方が肝要で ある ｡ αが 小さすぎると試行
回数が増えて 計算の 能率が 落ち ､ 大きすぎると座標点 ､ 関数が減少する領域を越
えて移動 し ､ エ ネル ギ ー が か え っ て増大す る恐れが ある｡
一 般に xo を起点とする任意 の ベ クトル v に 沿 っ て 座標点を動かす と.き+ エ ネル
ギ ー が 極小にな る点を見 つ けるにはど うすれば 良い の で あろうか?
こ の 間題は ､ 独立変数 xo, xl,
,
- の 組が ､ 恥 Xo?,
･ ･ ･ お よび vl,V2, - を定準､ E
を変数と し て ､
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xi - Xo i＋Evi i - 1,2, - ･
なる関係を満た し つ つ 変化する とき ､ 関数
f(3;1(i),x2(E), - ) - f(E)
を極小に するEの値 を求め る問題と言 い 替える こ ともで きる .
こ こ で ベ ク トル 表 示
(8･10)
(8･11)
x - [xl, X2, -】
T
, xo
- [x.1, Xo2, ･ ･ ･]
T
(8.12)
v - [vl, V2, -】T (8.13)
を用い て 関数f(∬1,X2, ･ ･ ･)をf(x) - f(xo ＋Ev)と書くo 点 xo にお い て df(x)/dE
をパ ラメ ー タEで Taylor展開し ､ Eに つ い て 2次以上の 項を省略して 0とお けば ､
次式を得 る｡
孟f(xo ･ 糾 -(芸)｡＋(#).i - 0･
全微分の 公式 より得られ る関係 ､
(芸)0 - 写〈怠〉.管 -冒(蛋).vi
(臥 - 写写〈
- ∑∑
i 3
∂2J
∂(Evi)∂(Evi)
(蒜;).viV31
dEvidEv3･
o dE dE
(8.14)
(8.15)
(8.16)
お よび
を式(8.1 4)に代入 し ､ ベ ク トル v の 成分を
vi -
-(af/axi)0
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ととれば ､ ス テ ッ プ幅Eは
(8.17)
E - 写(蛋)≡/∑写(蛋).(∂誌).(畏). (8･1 8)i
となる｡ 式(8･17)を用 い て 式(8･18)右辺 を行列表示すれ ば
E - (v
T
v)/(v
THv) (8.19)
を得る o こ こ に Htま関数f(x1, X2, - )の He ssia n行列で ある o
式(8･18)を用 い て 補正 ベ ク トル の 長さを求め るた めに は ､ 関数の 2 階微分 を計
算しなく ては ならない ｡ 2階微分を計算す る代 わり に歩みEl を適 当に選んで 関数
I(El)を計算し ､ I(0)< f(El)ならばE2 - El/2､ I(0)> f(El)ならばE2 - 2El と し
てf(E2)を計算し ､ I(0),i(El),I(E2)の 3点を放物線に当て は めて 極小点を求め る
方法もある[74]｡
8.2.2 共役勾配法
最急降下法は メ モ リの 節約の 点 で は有利 で あるが ､ 問題 の 性質に よ っ て は 非常
に収束が 遅くなる こ とが 知られ て い る ｡ そ こ で ､ 収束を加速する い ろ い ろな方法
が 提唱され て い るが ､ そ の 中で も最も成功し ､ 広く用い られ七い るの が 共役勾配
法で ある . こ の 方法に よれ ば ､ ポ テ ン シ ャ ル 関数が n 個 の 変数 の厳密な2次関数
で ある場合 ､ 多くとも n 回の 繰り返 しに より極小点に到達する ことが保証され る ｡
共役勾配法には多く の方式が あるが ､ 極値探索 - の応用で は Fletcbe トReev es 法
が標準的に用 い られて い る【74】｡
8.3 分子動力学計算
分子動力学計算(分子 動力学シ ミ ュ レ ー シ ョ ン)は ､ 分子系に含まれ る全て の 原
子の 位置 ベ ク トル の 時間的変化を Ne wton の 運動方程式(8.20)を解 い て 求 め る方
法で あ る ｡
mid
2
ri(i) - ∂V(rl(i),r2(i), - , ri(舌), - ,rN(i))
dt2 ∂ri(i)
- Ei(i) (8.20)
こ こ で ､ V(rl(i), r2(i), - ,ri(i), - ,rN(i))は分子 系の ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー
関数で あり､ ri(i)は 時間七で の i番目の 原子の 位置 ベ クトル で あり ､ miはi番目の
原子の 質量 ､ そ して
- a V
∂ri(i)
はi番目の 原子に働く力 Fi(i)で ある. 分子動力学計算は
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3 N個 の 各原子 の位置 ベ クトル に関する式(8･20)の 組を小さな時間ス テ ッ プ ､ △t(過
常 △舌 - 10
- 15
s)で 積分し ､ 全原子 の位置座標(rl(i), r2(i), - ･ , ri(i), - ･ , rN(i))の
時間変化 を表すト ラジ ェ ク トリと ､ それ にともなうエ ネル ギ ー 変化を得る こ とを 目
的と し て い る(タ ン パ ク質の 運動を数 百ps 追跡するた め には 上に 述 べ た力 の 計算
をで きる 限り短時間で行 う必要が ある)｡ 系の 全 エ ネル ギ ー Et｡tは ポテ ン シ ャ ル エ
ネル ギ ー V(rl(i),r2(i), - , ri(i), - ,rN(i))と運動 エ ネル ギ ⊥ Ekin(i)の 和で ある.
Ekin(i) - ∑
1
m iVf(i)
2
こ の野合､ 温度 T(i)はボル ツ マ ン 定数を用 い て
(8.21)
･(i) - # (8･22)
と表す こ とが で きる ｡ こ こ で ､ vi(i)は原子 i の速度 ､ k はボル ツ マ ン 定数で ある o
式(8･20)を基に微小時間後の 速畢分布を決定する式が導かれる . 微 小時間△iを考
えれば
些坦 vi(i＋守ト vi(舌 一 字)
dt △i
これ を式(8･20)と組み合わせ るこ と に より ､
vi(舌･晋)- viト晋)＋ Ei(i)△tmi
(8･23)
(8･24)
求 められた 速度分布を用 い て ､ 原子 iの位置の 変化が
L
ri(t･晋) - 蛸 ＋ vi(L･晋)△去 (8･25)
と計算され ､ 初期の 原子iの 位置 ri(0)､ 及び 速度 vi(0)さえ入力されれば(初期速
度は便宜上 ､ 乱数に よる分布を用 い る ことが多い)､ 式(8.20)､ (8.24)､ (8.25)の繰
り返 し で 系の 立体構造の 時間変化を追跡する ことが で き
l
る｡ 当然 ､ 各時点で ポテ
ン シ ャ ル エ ネル ギ ー が 計算され るほか ､ 逐次 ､ 式(8.21)を計算す るこ とによ っ て ､
運動 エ ネ ル ギ ー の 時間変化も追跡する ことが で き る｡ 分子動力学計算は ∵ 定温度
で行 うこ ともで き るo･ タ ン パ ク質分子を､ カ ノ ニ カル ア ン サンプ ル(NV T 一 定の
系 ､ N : 原 子数 ､ V : 体積 ､ T : 温度)と して 取り扱うとき
■
は Et.t は
一 定で は ない
から ､ 次式か ら導かれ る因子 に よ っ て 各ス テ ッ プ 毎に全原子の 速度 vi(i)をス ケ ー
ル しなお し ､ 系が 茄 と い う温度の 熱浴に浸 っ て い る状態を表現する .
95
d T(舌) [To - T(i)]
d舌 T (
8･26)
こ こで T は 温度緩和時間で ある ｡
式(8･20)より ､ 微小時間後 の 温度変化 △tの 計算式が申立する ｡ 時間考i ＋字と
書き換えて
d T(舌＋守) ー [To
- T(舌＋字)]
d舌 T
･ T(t･晋)-
To は 常に 一 定で
[To - T(舌＋字)]△舌
T
･o - T(t･晋)十 △T(i･晋)
式(8.2 7)を代入す る と
･o - T(t･晋)＋[
To - T(t＋讐)]△舌
T
- T(t･%)[1･(r To(舌＋%)
(8.27)
(8･28)
- 1 S] (8･29,
とこ ろで ､ 式(8･22)より原子
一 個当たりの 平均速度v(t＋晋)は 温度T(t＋字)
とボル ツ マ ン 定数 k を用い て 次式で 表せ る o
芸- v2(t･晋)- gkT(i･晋) (8･30)
こ の 関係が ､ 個々 の 原子 の 速度 viに つ い て も成立す ると考えると ､ 原子 一 個に
つ いて ､ 定数をkiと して 次式が導かれ るo
妄-iVf
.
(i･晋)-
■
gkiT(t･晋) (8T31,
こ の とき ､ 温度77o にお ける速度を viOと書けば
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喜-iVt,o(t ･晋) - 言kiTo
言kiT(t ･%)[1＋〈T To(i＋%)
viと補正値 viOの 関係が式(8.31)､ (8.32)の 比か ら求め られ る｡
v
%
?
.(舌＋讐)
v
8
?(t＋字) [1＋〈 ToT(i＋讐) - 1)!]
viO(t･晋)- vi(t ･%)[1 ･(T To(t＋%)
(8.32)
- i)!]
- 1〉字]
喜
(8･33)
8A 非経験的分子軌道法(ab initio M O法)
8.4.1 Schr6 dinge r方程式
エ ネル ギ ー E をも っ て 一 次元で 運動 して い る粒子質量 m に対す るSchr6dinger
方程式は 次の ように 示され る ｡
一芸砦＋ vゆ - E* (8.34)
4, は波動 関数､ V は粒子の ポテ ン シ ャ ル エ ネルギ
ー
､ 別まプ ラ ン ク定数 hを27T
で除したもの1で ある ｡
これを三 次元 の 系で 表すと ､
-&v2*･ v* - E*
となる｡ ∇2 は ､
v
2
- &･;･&
一 般 の多粒子系 の場合 ､ Schr6dinger方程式は ､
1h - 塞 - 1･0 55× 10
- 3 4Js
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(8135)
(8･36)
H4) - E4)
の 形に表 され る o H は 系の ハ ミル ト ニ ア ン で ある o
H - ∑ 一芸∇ぎ＋ Ⅴ
乞
(8･37)
(8･38)
こ こ で 電子系に つ い て 考えて み る こ とにす る ｡
物質の 電子状態は ､ 式(8.39)で示 したScbr6dinger方程式 の 解を求める ことに よ
り得られ る｡
7tq(1,2, - , N) - どq(1,2, - , N) (8･39)
甘 は多電子波動関数で ､ ス レ 一 夕 一 行列式 の線形結合か らなる o エ ネル ギ ー の
も っ とも安定な基底状態関数は ､ エ ネル ギ ー の 低い 軌道か ら ､ 反対の ス ピ ン を持 っ
た電子が 一 つ ず つ 占有した ス レ 一 夕 一 行列式 一 個で 表され る. これ を分子軌道 x
を使 っ て 表わすと ､
ql(1,2, - , N) - Ixl(1)xl(2) - xn(N - 1)xn(N)I (8.40)
となる . こ の ス レ 一 夕 一 行列式は行列式で あるか ら Pauli の排他律どお り ､ 2個の
電子の 交換に対 して ｢反対称性+ を示す. また(2n)!個の Hartr e e積で表 され
■
る状
態の ｢重ね合わせ+ として 表現されて い る｡
ス レ 一 夕 一 行 列式を構成して い る 1 電子分子軌道 xi の 空間座標に関係す る部
分(空間分子軌道)4,itま ､ 適当な数の 原子軌道(基底関数)4･p の
一 次結合で 近似する
(LCAO近似)0
*i
K
∑cpiれ i - 1,2, - , K
〟-1
(8.41)
係数の 組(Cpi)は ､ 各分 子軌道¢豆が互 い に直交して い ると い う条件(Sid
- 6i3
･)
のもとで ､ 全電子 エ ネ ル ギ ー f の 期待値 E をと るよ うに Lagr ange の未定乗数法を
使 っ て 定め る ｡
全電子 の エ ネル ギ ー f の 期待値 E を計算す るとき ､ 電子 に比 べ て 圧倒的に重い
原子 の 核 は ､ 電子 の運動を考 える際に は ､ じ っ とそ の 平衡位置に滞っ 七い るもの
と考える(Bor n- Op pe nbeim er近似)｡ こ の 近似の 下で式(8･38)の 多粒子系に つ い て
の ポテ ン シ ャ ル エ ネ ル ギ ー Ⅴ偲 どと原子核 間の ク ー ロ ン 反発 エ ネル ギ
ー の 和で 表
される[75]｡
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8.4.2 Har七r e e- Fo ck近似: Ro otha a n方程式
変分原 理に よれば ､ 最良の波動関数は ､ 次の 汎関数に 対し可能な限り低 い エ ネ
ル ギ ー 値 f を与 え る関数 で ある ｡
f (叫叫
甘)
(叫q)
(8.42)
f が停留値をと るように選んだ ス ピ ン軌道を満足する方程式が ､ Hartr e e- Fo ck方
程式(8.43)で ある? Hartre e-Fo ck方程式を解くとい うこ とは ､ Schr6dinge r方程式
を解く こ とと同等で ある｡
f(1)xi(1) - EiXi(i) (8 A 3)
f(1)は Fo ck演算子 と呼ばれ る有効 1電子演算子 ､ E は 軌道 エ ネル ギ
ー で ある o
式(8.43)は ､
一 般 的なス ピ ン 軌道を使 っ たときの Hartr e e- Fo ck方程式で あるが ､
pauliの 原理か ら閉殻分子 で は各占有空間分子軌道(*ili - 1,2, ･ ･ ･ ,普)は相異な
る ス ピ ン を持 っ た 2電子に 占有され て い るの で ､ ス ピ ン 軌道に対する 式を空間軌
道に対す る Hartr e e- Fo ck方程式に変換す ると ､ 式(8 A 4)の 空間軌道に変換された
Hartr e e- Fock方程式に なる ｡
f(rl)ゆi - Ei4,i(rl)
閉殻空 間軌道を使 っ て 表した軌道 エ ネル ギ ー Eiは
Ei
Ⅳ
す
- (州 ゆi)＋ ∑2(iilbb)+(ibLbi)
b
Ⅳ
す
- hi ＋ ∑[2Jib - Kib]
b
(8･44)
(8･45)
と表せ る ｡ こ こ で ん は ク ー ロ ン積分､ Kibは 交換積分で ある.
式(8.45)の微積分方程式を解くために ､ 次の 式(8･46)を満たす ような K 個の 既
知の 空 間基底関数の 組(れ(r)1p - 1,2, - , K)を導入 し て ､ 線形結合に よ っ て 未
知の 分子軌道を展開する ｡
K
4,i -
･ ∑ cpi¢p i -･1,2, ･ ･ ･ , K (8･46)
〃- 1
99
式(8･46)を式(8･44)に代 入 し ､ 左 辺 に 乾(1)をか けて 積分す ると ､ 次の ような
行列方程式を得 る こ とが で き る｡
写cui/dr14m'f'1' W - Ei写cyi/叫 (1 舶 ' (8･47)
こ こ で
spy - /drlQ;(1) 抑)
Spu : 重なり行列
F
p〝
- /drlb;(1)I(1) 抑)
Fp〝 ‥Fo ck行列
とお く｡ 従 っ て 式(8.47)は ､
(8･48)
(8.4 9)
∑Fp〝Cui - Ei∑spucui i - 1,2, - , K (8･50)
〝 〝
) FC - S CE (8.51)
これが Ro otha a nの 方程式で ある. こ こ で C は展開係数 Cuiか らなる K x K 正
方行列で ある ｡ また E は軌道 エ ネル ギ ー Eiを持 つ 対角行列で ある ｡ Fo ck行列 FEま
式(8.49)に式(8.43)と式(8･46)を代入すると式(8･52)の ように なる o
FIL ” /dr14”,h(1) - ･蒙写c^ acp*a[2(pu,p - p,^pu,]
H;
o
y
re . ∑ p^p[(p 赫) 一芸(p入Lpu)]
p^
H;
o
u
re
＋ Gpu (8･52)
H;
o
u
re
- /drl¢m)h(1) 抑) - 1電子 - ミル ト ニ ア ン
pip
Gpp
.〟
2亭c入aCp･a - 密度行列
∑pLp[(puIP^) 一言(p^Lpu)]
入α
100
- Fo ck行列の 2電子部分
Ro otba an 方程式を普通 の 固有借 問題 に直すた めに ､ 基底関数 系を 直交化する ｡
互 い に直交 し て い ない 基底 関数の 組(礼)が与えられ て い るとき(つ まり Spu ≠0)､
それ を変換した gp - ∑xpuれ が規格直交系をなす
/dr4,'p*(r)Qu(r) - 6p〝
となる よ うな変換 X は次の 式を満たす.
(8･53)
x
- 1sx - I (8.54)
また ､ a/ = X
- 1c を満たす新しい係数行列 C' を考える o こ こ から C - XC' を
導き ､ 式(8.5 4)と連 立 して解き ､ 分子軌道を求 める ｡
FC - S CE (8･55)
C - X C/ (8.56)
こ の 後 ､ 新し い係 数行列 C から新しい 密度行列 P を作る . そ して ､ 結果が 収束
したか ど うか を判断する ｡ すなわち ､ 新し い密度行列が ､ ある収束規準の 下で ､ 先
に設定 した密度行列 と等 しくな っ て い るか ど うか を判断す る｡ もし収束 して い な
ければ ､ 新し い 密度行列 を使 っ て G を計算しなおす.
収束 したならば ､ a,P,F など で 表現されて い る最終的な結果 を使 っ て ､ 望み の
期待値や他の 物理量 を計算する[75]｡
8.4.3 基底関数
基底関数とは先 に述 べ たように ､ 分子軌道を原子軌道の 1次結合(LC A O)で近
似するとき の 原子軌道4･p の ことで ある(式(8･41)o 分子軌道4,i8こおける基底関数
れ の 係数は変分法で 決め られ るか ら ､ 基底関数系が よく選ばれ て い れば ､ 求めら
れ る分子軌道も良質の もの と なる ｡
基底関数と して 代表 的なもの に は ス レ 一 夕 - 型軌道(STO､ 関数形は Ⅳe
‾ α
りと
ガウス 型軌道(G T O､ 関数形は Ne
- αr
2
)が ある【76]o
以下に代表的なもの を挙げる ｡ 本研 究で使用 した基底 関数系は 3-21G**及び 6-
31G* *で ある ｡
ST O_ 3G 最小基底関数系で あり ､ 各原子に対 して そ の 原子 の 占有原阜軌道を記
述する の に必要 とされ る最小の 関数しか持た ない ｡ こ の 基底関数系はあまり にも
小型なの で ､ 定量的に 正確な結果を与えうる基底関数系で は ない が ､ 得られ る結
果には化学結合の 本質が含まれて い て ､ 多くの 有用な定性的な結果が 得られ る ｡
1 01
3- 2 1 G 各原子 の 原子価穀 に C G TO(c o ntr a cted GTO)を2個ず つ と る基底関数系
で ある｡ こ れ は ､ 内穀を2個の C GTO に して も得られ る化学的な結果に変化が少
ない の で ､ 1個 に して ､ 原子価殻だけC GTO を2組に分けて い る｡ すなわ ち3-21G
で は ､ 各 内殻に 3個の GTOか らなる C GTOl個 をとり ､ 原子価殻には 2個の GTO
か らなる C GTO と1個の GTO からなる C GTO をと っ て い る(split valenc e系の
一 種)｡
6-3 1G * * 分極基底関数系｡ 普通の 基底 関数系に ､ さらに分極関数 ､ すなわち水
素原子 上 に p 関数 ､ 第二 ､ 第三周期原子上に d関数 を加 えたもの で ､ 結合 の 際の
電子分布 の 歪みが より よく記述され て い る ｡ 詳 しくは ､ 第二 周期に d型 GTOl個
(c, N,. 0, F に対 して は ､ 6個 の 3d関数 に α - 0･8の ガウス 軌道指数が標準値)を
加えるほか ､ 水素原子に p型 GTO l個(α - 1･1)追加 して い る ｡
8.5 密度汎関数法 (De n sity nln Ctio nal T he o ry -
D F T法)
D F T法は酵素触媒部位の複雑な系の 計算をそれほ どの 計算負荷をかけず ､ しか
も大きな basis s etを用い た Eartre e- Fo ck法よりも優れ た精度を得る こ とが で きる
量子化学計算手法 で ある ｡
N 電子系の 波動関数が N 個 の 変数か らなる関数 q(xl,X2, ∴ , XN)で ある の に対
し ､ DFT 法で は 三次元 の 空間座標に の み依存し ､ より簡単な電子密度の 関数 β(㍗)
によっ て 表現す るため ､ エ ネルギ ー そ の他の物理量等を容易に求めるこ とが で きる｡
甘 と Eo は外部ポテ ン シ ャ ル u(r)･の 汎関数 甘 - 叫u],Eo - Eo[L/]で ある o つ まり
物質系の 全て の 物理状態 に対応す る外部ポテ ン シ ャ ル を 考える こ とが でき る ｡ 系
の 電子密度β(㍗)は
p(r) - N/軒(xl, X2, - ,XN)q(xl, X2, ･ ･ ･ ,XN)dx2dx3 ･ ･ ･ dxN (8･57)
によ っ て 与えられ ､ i/ の 汎 関数で ある ｡ こ こ で dx - drds で あるo
密度汎 関数法の 基本原 理は ､
1. 電 子密度 β(㍗)は 非縮重系 の 基底状態を正確 に記述す る基本変数と なり得 る｡
すなわちp(r)と基底状態は1:1に対応し ､ 例 えばそ の 系の全 エ ネル ギ
ー は p(r)
の ユ ニ ー ク な汎 関数とな る｡
2. 波動関数と同様 に ､ 電子密度p(r)に対して も エ ネル ギ
ー 変分原理が成立する o
すなわちp
I(r)字0か つ 積分パr)dr - N を満たす任意の 電子密度p
'
(r)に対して
Eo <= E[p
I
(r)] (8･58)
の 関数が満足され る｡
1 02
β(㍗)に よ る系の 全 エ ネル ギ ー は 電子密度行列(redu c ed de n sity m atric es)を用い
ると次の よ うに記述で き る｡
E - /[-;vr2pl(r,, r)]r, - r Ifp(r)vN(r)dr ･;/p2(rl, r2)rl?drldr2 ･ UN N
- T ＋ NNe ＋ Ue e ＋ UN N (8159)
こ こ で 第 1項は全運動 エ ネル ギ ー を示 し ､ 第2項及び第3項はそれぞれ核 - 電子
間引力 エ ネル ギ ー と電子- 電子 間反発 エ ネル ギ ー を表 して い る . 最後の 項は核 二次
密度行列 の 対角項 で ある . pl,P2 は次の ように定義され る｡
pl(r
/
i, r1) - 〟/せ*(r/1Sl, X2, - , XN)
× 甘(rlSl, X2, - , XN)ds,dx2 - dxN
β2(γ1, γ2) - β2(γ1γ2, γ1γ2)
N(N - 1)/甘*(rlSl,r2S2, X3, - ,XN)
(8･60)
× 甘(rlSl, r2S2,X3, - ,.XN)dsl,ds2,dx3 - dxN
- N(N - 1)/lgl2dsl,ds2,dx3 ･ - dxN (8･61)
また ､ β1(γ
′
,㍗)の 対角項は β(㍗)となる ｡
〟(γ1) - β1(γ
′
,㍗) - 〟/L叫2dsl,dx2, - dxN (8･62)
上記の 式に よれば電子 - 電子間反発 エ ネルギ ー は ､ β2 で 与えられる確率の もとで ､
電子 -電子間ク ー ロ ン 反発を表す演算子 rT2
1 の 期待値と して 得 られ る . こ の 場合､
この 反発 エ ネ ル ギ ー に は古典的なク ー ロ ン 相互 作用だけで なく ､ 電子 交換及び電
子相 関の 効果も含まれ て い る｡ つ まり こ の 表式は複雑な多電子系に対 して も ､ 電
子相 関を含ん だ形で 全く妥当な式とな っ て い る ｡
さて ､ 全 エ ネル ギ ー をβ(㍗)の みの 汎関数と して 表すに は ､ 二 次密度行列 で表現
されて い る電子 一恵子間反発項を p(r)に よ る表現に変えなければならない が ､ p(r)
に よる 正確な表現は 知られ て い ない ｡ しか し ､ そ の 汎 関数が満たす べ き条件は求
めるこ とが でき る ｡ 電子密度ある い は密度行列はそ の 系の 全電子数(N)と次の よ
うに関係 づ けられ る｡
/p(r)dr - N
/p2(rl,r2)drldr2 - N(N - 1) (8･63)
最初の 式は 全電子数の 保存則を表 して おり ､ また全電子数は α ス ピ ン とβ･ ス ピ
ンの
.電子数 の 和で あるか ら N - Nα ＋ Nβとなる ｡ 二番 目の式はそ の 系の各電子が
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それ自身以外 の 全 て の 電子と相 互作用する こ と か ら得られ る ｡ さらに こ の 式 を α
ス ピ ン とβス ピ ン の 項に わ けて 展開す ると
N(N - 1)_
- (Na ＋ Np)(Na ＋ Np- 1)
- Na(Na - 1)＋ Np(Np - 1)＋ Na Np ＋ N@Na
となる｡ これ らの 項は それぞれ
p冨
α
(rl, r2) , Pぎβ(rl, r2),
p冨β(rl,r2) , Pぎα(rl, r2)
(8･64)
の積分値に相 当する ｡
とこ ろで ､ 二 次の密度行列の 対角項 β2(rl,γ2)は 二 電子間の 相互依存性を示 して
い ると考 えられ るが ､ も し両電 子が独 立す なわち相関が ない とす ると ､ こ の 確率
は単に β(γ1)と β(γ2)の碍に なる ｡ しか もこ の 場合そ の 積分値は N(N - 1)では なく
N2に なり ､ こ の 関数を使 うとp2(rl, r2)を次式の ように相関の ない 場合の 表現に補
正項を加 える形式で表現 でき る｡
β2(γ1,r2) - β(γ1)〟(γ2)[1＋ 仲1,γ2)] (8･65)
同様 な関係式は 2 つ の 電子に 対す る 4通り の ス ピ ン の 組み 合わせ に つ い て それ
ぞれ書く こ とが で き るが ､ 補正項 の 中身は 同 一 ス ピ ン 間と反対 ス ピ ン 間で 異な っ
て く る｡
さて ､ D F T法で は 電子密度の 交換及び相関ポテ ン シ ャ ル 汎関数 を知る必要が あ
るが ､ 現在そ の 正 確な形が知 られ て い ない の で 近似 的なモ デ ル 関数 を使 うこ と に
なる ｡ 均 一 電子ガ ス の モデ ル か ら帝導され る交換ポ テ ン シ ャ ル は
v
x
p
- 言uxp
u
x
p
-
一芸α[孟pq喜]
の形をして い る ｡ こ こで o･ は ス ピ ンインデ ッ ク ス を示 し ､ α は純粋な交換ポテ ン シ ャ
ル の場合には喜であり ､ 別の アプri - チで は異なっ て くるo
一 方 ､ 相 関ポテ ン シ ャ
ル に関 して も同様なモ デ ル か ら v o nB礼rth and Hedin ､ Gun n ar s o n adLu ndqvist
ある い は Vbsko､ WilkandNu s air 等が誘導して い る ｡ しか し均 一 電子ガ ス モデ ル
誘導の 局所密度近似で は ､ 実際の原子分子に おける不均 一 電子密度の 状況を必ず
しも適切に表せ ない場合が ある . そ こ で 電子密度の 勾配を含む n o nlムc alc or r e ctio n
が交換及び相 関ポテ ン シ ャ ル に導入された｡ また これ らの ポテ ン シ ャ ル の発 展と
同時に ､ - 電子軌道を ス レ 一 夕 - 型軌道やガウス 型軌道あるい は数値原子軌道な
どを基底 関数と して 展開 して ､ よ り精細な電子密度やポテ ン シ ャ ル を求め る方 法
論が.数値積分汝の 精密化と相 ま っ て 著しく改良され て きた ｡ よ っ て 得 られ る結果
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は電子相 関を考慮 した M P 2レ ベ ル に 匹敵すると されて い る o Hartr ee- Fock法 で の
エ ネル ギ ー を
EH F - V ･(h P)･;(PJ(P))-;(P K(J))
とす ると ､ D F T での エ ネル ギ ー は
ED F T - V ･(hP).言(pJ(P))･ Er[P]･ Ec[P]
と表せ る . D F T法は Hartre e-Fo ck法 で考慮 されて い ない 電子相関の項を含む｡ こ
こで Ⅴ は核間反発 エ ネル ギ ー ､ p は密度行列 ､ (h P)は 1電子(運動＋静電)エ ネル
ギ ー ､ ,喜(P J(P) は電子の 古典的ク ー ロ ン 反発 ､ 一書(p K(J))は電子 の 量子(フ ェ ル
ミ)性の結果生ず る交換エ ネル ギ ー ､ Ex[P]Eま交換関数 ､ Ec[P]は相関関数を表す.
Be cke に よ る交換ポ テ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー は[28]
/Ex c - ExLcS D A- b∑[p.i
q
x芝
(1＋ 6bxq sinh
‾ 1
xq)
dv ＋ Ex
N L
(8.66)
と与えられ る ｡
Chengteh Lee, Weita oY ang, Robert G. Parr(Le e- Ya ng- Pa rr)に よ る相 関ポテ
ン シ ャ ル エ ネル ギ ー は【29, 77]
Ec - α/
こ こ で
tw(r)
tH F(r)
である｡
1∇β(㍗)】2
8β(㍗)
p(r)＋bp(,)
-書[iH F(r卜 2tw(r)]e
- cP(r)
- 喜
1＋dp(r)
-i
一芸∇2β
去[∇rl∇r2P2(rl, r2)]rl- r 2- r -去∇2p -去∑
t
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dr (8･67)
lVpi(r)l2
pi(r)
一芸∇2β
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